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1. INTRODUCCION
1.1 MUERTE CELULAR PROGRAMADA

1.1.1 ASPECTOS GENERALES

Es ampliamente aceptado que la historia de una neurona se caracteriza por una
progresion temporal de transiciones que puede ser vista como una serie discreta de
pasos neurogénicos o estados a través de los cuales virtualmente todas las células
deben pasar. Incluidos entre éstos pasos estan la induccion, proliferacion, migracion,
restriccion, determinacidn, diferenciacién, la formacion de proyecciones axénicas y de
conexiones sinapticas, asi como el comienzo de la funcién fisiologica. En muchas
partes del sistema nervioso central y periférico, casi la mitad de las neuronas pueden
ser caracterizadas unicaniente por la manifestacion de un paso adicional (terminal) en
el proceso neurogénico: la expresion de una cascada de eventos celulares y
moleculares que conducen a la regresion y que culminan en la degeneracion y muerte

neuronal (Oppenheim, 1991).

La muerte de algunas células durante el desarrollo normal no es un fenémeno
totalmente inesperado ya que en todo sistema biologico existe una cierta imprecision
genética y epigenética, que en algunas circunstancias (de origen intrinseco o
extrinseco) puede ser letal para las células en desarrollo (Killen, 1965). Sin embargo,
cuando la extension de tal pérdida de células alcanza proporciones masivas, como es el
caso del sistema nervioso en desarrollo, la imprecision ocasional que da lugar a la
muerte celular en pequefia escala no es explicacién suficiente. En su lugar, se deben
buscar los mecanismos que gobiernan la sobreproduccion y posterior pérdida de una
proporcion significativa de neuronas que ocurre en muchas regiones del sistemna
nervioso embrionario y postnatal, asi como los beneficios que ello reporta. La extraiia
naturaleza de un proceso regresivo masivo puede ser apreciada si se considera que: 1)
el desarrollo de un organismo es paradigma de una serie progresiva de eventos

constructivos que incluye el aumento gradual del nimero de células asi como el

1



crecimiento y la maduracién de tejidos y o6rganos, que adquieren sus funciones
bioquimicas y fisiologicas especificas; 1ii) bajo virtualmente cualquier otra
circunstancia en la vida de un organismo, la muerte celular masiva es considerada

como claro ejemplo de un proceso patologico (enfermedad o daiio).

La muerte masiva durante la ontogenia no es exclusiva de las neuronas, sino que
parece ser un mecanismo comun al desarrollo normal de muchos tipos diferentes de
células, tejidos y organos (Glucksmann, 1951; Hurle, 1988; Moon, 1981; Hinchliffe,
1981; Lockshin, 1981; Snow, 1987, Saunders, 1966). En animales que sufren
metamorfosis, la muerte de las células (nerviosas o no) sirve para remover células,
tejidos y Organos que tienen una funcion transitoria en un estadio (como la cola del
renacuajo) y que dejan de ser necesarios cuando un nuevo y mas maduro estado del
desarrollo es alcanzado (Wahnschaffe y col., 1987; Lamborghini, 1987). Este tipo de
degeneracion es llamada Muerte Celular Metamorfica (Oppenheim, 1991). Una
variante de este tipo de muerte celular puede encontrarse también en animales que no
sufren metamorfosis (McConnell y col,, 1989, Wahle y Meyers, 1987, Klose y
Bentley, 1989; Luskin y Shatz, 1985a,b). En otros casos, estructuras que fueron
caracteristicas de un ancestro evolutivo pueden tornarse inutiles (vestigiales) y
perderse por muerte celular durante el desarrollo de los descendientes (por ejemplo los
pro y mesonefros, los arcos adrticos y la cola en humanos) (Raynaud, 1977; Zakeni y
col., 1993). Este tipo de degeneracion ha sido denominada Muerte Celular Filogénica
(Oppenheim, 1991). Otro tipo de muerte celular relativamente comun esta relacionado
con la perdida de células durante el desarrollo de los patrones morfolégicos. En
muchos casos, esta Muerte Celular Morfogénica actiia como una forma de proceso de
esculpido biolégico, generando patrones tipicos de tejidos, organos y estructura
corporea de la especie. Un ejemnplo bien conocido de este proceso es la formacion de
los dedos, por la perdida espacial selectiva del tejido interdigital en inuchos
vertebrados terrestres. En el sistema nervioso, la creacion de densidades regionales
especificas o de distribuciones de células (Silver, 1978; Finlay y Pallas, 1989; Levi-
Moltalcini, 1950) asi como la creacion de espacios, canales, agujeros, etc. que

permiten el direccionamiento de las proyecciones axoémicas (Hankin y col., 1988;

2



Cuadros y Rios, 1988) también reflejan funciones morfogénicas. Finalmente, otro tipo
de muerte celular, predominante en el sistema nervioso, es la Muerte Celular
Programada, Fisiologica, Probabilistica, Epigenética o Histogénica (Oppenheim,
1991). Este tipo de muerte celular, que involucra la perdida de un significativo nimero
de neuronas de una poblacion (20-80%) tiene lugar frecuentemente en estadios de la
maduracion relativaniente tardios, después de la expresion fenotipica de muchas
caracteristicas de un tipo celular dado, incluyendo la proyeccion de axones a los
blancos post-sinapticos. A pesar del lugar prominente que este tipo de muerte celular
tiene en el sistema nervioso, esto no implica que otros tipos de muerte celular no
tengan lugar en el sistema nervioso, ni que la Muerte Celular Programada s6lo cumpla

una funcion en el sistema nervioso o que sea mediada por un Unico mecanismo

(Oppenheim, 1991).

1.1.2 TIPOS MORFOLOGICOS DE LA MUERTE NEURONAL

Una precisa clasificacion de los diferentes modos morfologicos de degeneracion puede
mostrar que cada tipo refleje diferentes mecanismos celulares y moleculares
subyacentes, correspondientes a diversas sefiales y vias metabdlicas intracelulares. A
modo de ejemplo, podria ser de considerable interés saber si todas las neuronas
muestran modos similares de degeneracion cuando son privadas de factores troficos o
si la muerte celular normal y la muerte neuronal en las enfermedades
neurodegenerativas tiene lugar a través de modos de degeneracion similares o

diferentes.

1.1.3 APOPTOSIS Y NECROSIS: DOS TIPOS DIFERENTES DE MUERTE
CELULAR

Han sido distinguidos dos tipos generales de cambios morfolégicos asociados a la
muerte celular (Wyllie y col., 1980; Wyllie, 1981; Kerr y col., 1987, Kerr y Harmon,
1991; Gerschenson y Rotello, 1992). Uno es llamado necrosis, se caracteriza por el

edema celular que culmina en la ruptura de la membrana plasmatica, del sistema de



endomembranas con consiguiente liberacion del contenido celular y estimulacién del
proceso inflamatorio. La necrosis generalmente se verifica en situaciones patologicas o
de dafio y es el resultado final de una desviacion radical de las condiciones fisiologicas
normales (Tabla 1.I). Este tipo de muerte celular no es reversible, por intervencion
terapéutica, después del dafio inicial (Tomei y Cope, 1991). Las caracteristicas de la
muerte celular de tipo necrotico son consistentes con una falla en la regulacion

osmotica que puede ser producida por la perdida del suministro energético celular.

TABLA 1.I. COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LA APOPTOSIS

Y LA NECROSIS
Caracteristicas Apoptosis Necrosis
Morfologia condensacion celular, algunas hinchazén celular y lisis
veces con fragmentacion
Integridad de persiste aun en la fragmentacion  pérdida temprana
Membrana
Mitocondrnia pueden no ser afectadas o sufrir  hinchazon, captacion de Ca®*
olas especificas de autofagocitosis
Cromatina condensada y algunas veces se picnosis
margina
Fase oculta de minutos a horas ausente
Sintesis de proteinas  bloqueada algunas veces por no es afectada por los

Origen

Cambios bioquimicos
en el citoplasma

Cambios bioquimicos
nucleares

Manifestacion primaria

actinomicina D y cicloheximida
desarrollo embrionario

algunas veces con aumento en las
enzimas lisosomales. Expresion
de c-myc y c-fos

algunas veces degradacion
internucleosomal del ADN

Disminucién en la sintesis de
proteina, con cambio de patron.
Algunas veces activacion de
endonucleasas

antibioticos

toxinas, trauma, hipoxia, cambio
de pH prolongado, etc.

rotura de lisosomas sin

expresion génica.

degradacion difusa del ADN

edema celular

El segundo tipo de degeneracion ha sido denominado apoptosis e involucra la
contraccion progresiva del volumen celular pero con preservacion inicial de la

integridad de los organelos citoplasmaticos (Tabla 1.I). Las células afectadas,



separadas o no en fragmentos rodeados de membrana denominados cuerpos
apoptoticos, son rapidamente fagocitadas por células adyacentes sin la produccion de
inflamacion (Kerr y col., 1972). La apoptosis es caracteristica del recambio normal en
los tejidos, la muerte celular embrionaria y la metamorfosis. Variaciones del tipo
apoptotico de degeneracion han sido descriptas para la muerte celular programada
(Chu-Wang y Oppenheim, 1978; Cunningham, 1982, Pilar y Lanmesser, 1976, Clarke,
1990). Este tipo de muerte, que también puede encontrarse en condiciones patoldgicas
de dafio tisular (Pollard y col.,, 1994), ocurre en células mdividuales de una forma
asincronica, lo cual la diferencia ain mas de la necrosis (Kerr y col., 1987).
Finalmente, el proceso apoptético implica la activacion de un programa celular de
autodestruccion, como se vera mas adelante, por lo que ha sido asimilada a un suicidio

celular.

1.1.4 CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LA MUERTE CELULAR
PROGRAMADA.

A diferencia de Kerr y Wyllie que sostienen que todos los tipos de Muerte Celular
Programada involucran la apoptosis, otros autores sostienen que existe una mayor
diversidad (Clarke, 1990; Server y Mobley, 1991; Lorkshin y Zakeri, 1991;
Schweichel y Merker, 1973). Una clasificacion morfologica de relevancia divide los
tipos de suicidio celular en tres modelos ultraestructurales basicos de muerte celular
durante el desarrollo (Sckweichel y Merker, 1973; Clarke, 1990). Una distincién
fundamental entre ellos es la participacion de los lisosomas. En el primer tipo de
muerte las células degeneran sin participacion aparente de sus propios lisosomas, pero
sus fragmentos son degradados en los lisosomas secundarios de otras células
(heterofagocitosis). En el segundo tipo, las células son digeridas en una gran extension
dentro de sus propios lisosomas (autofagocitosis) y en el tercer tipo, las células son

degradadas sin que los lisosomas tengan ninguna participacion (Tabla 1.1, Fig. 1.1).



TABLA 1.IL. RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS
TIPOS DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA*

Designacion Nucleo Membrana Citoplasma  Eliminacion
celular heterofagica
Tipo 1 Apoptosis Condensacitn, Contorneada, Perdida de Prominente e
Muerte celular de  agrupamiento de la  formando burbujas  ribosomas del RER  importante
tipo nuclear cromatina que o globos y de polisomas,
conduce a una citoplasma reducido
pronunciada en volumen
picnosis tornandose denso al
microscopio
electrénico
Tipo 2 Muerte Celular En algunos casos En algunos casos Abundantes Ocasional y
Autofégica hay picnosis. Partes hay endocitosis; la  vacuolas tardia
del micleo pueden  formacién de autofagicas; RE y
formar burbujas o burbujas o globos  mitocondrias
segregarse puede ocurrir algunas veces
dilatados; Aparato
de Golgi
frecuentemente
agrandado
Tipo 3A Desintegracion no  Vacuolizacién Se rompe Desintegracion No
lisosomal tardia seguida de general; dilatacion
desintegracién de los organelos,
formando espacio
‘“vacios” que se
fusionan unos con
otros y con el
espacio extracelular
Tipo 3B Tipo citoplasmatico Tardio incremento  Redondeadodela  Dilatacién del RE,  Si
en la granularidad  célula membrana nuclear,
de la cromatina aparato de Golgi y
algunas veces
mitocondrias
formando espacios
‘“vacios”

RE: reticulo endoplismico. *Adaptado de Clarke (1990)

De estos tres tipos de muerte celular la mas estudiada y mejor descripta a nivel celular,
bioquimico y molecular es la muerte celular de Tipo 1 o Apoptosis. Actualmente es
aceptado que este tipo de muerte celular se caracteriza por la degradacion
internucleosomal del ADN (Wyllie, 1980; Kerr y Harmon, 1991; Gavrieli y col, 1992;
Deckwerth y Johnson, 1993; Vaux y col., 1994; Koh y col., 1995), si bien no todos los
autores estan de acuerdo con el uso de este criterio para definir a la apoptosis (Steller,

1995; Jacobson y col., 1994; Martin y col., 1994).



Tipo 1

Tipo 2

Tipo 3

Figura 1.1. Representacion esquemitica de los tres tipo de muerte celular mais comunes. Esta figura podra
comprenderse con 1a ayuda de la Tabla 1.[1. Adaptado de Clarke (1990)

1.2 APOPTOSIS

1.2.1 MECANISMOS DE LA APOPTOSIS

A fin de lograr una mayor claridad en la exposicion de los temas, a partir de este
punto, el término apoptosis se utilizara exclusivamente para designar a la muerte
celular de Tipo 1 de acuerdo a Clarke (1990), aceptandose el criterio de la degradacién

internucleosomal de la cromatina como marcador inequivoco del proceso.

La maquinaria molecular basica necesaria para la ejecucion del programa apoptoético
parece estar siempre presente en casi todas las células de mamifero, pero la activacion

del programa de suicidio celular esta regulado por una vanedad de seiales que se




pueden originar tanto en el espacio intracelular como en el medio extracelular (Steller,
1995; Thompson, 1995; Williams y Smith, 1993; Gerschenson y Rotello, 1992; Lee y
col.,, 1993).

1.2.2 DEGRADACION INTERNUCLEOSOMAL DEL ADN,

El evento bioquimico mejor definido en la apoptosis involucra al ADN nuclear. La
doble cadena de ADN es cortada en las regiones de union entre los nucleosomas. Los
fragmentos de 180-200 pb pueden ser vistos por electroforesis en geles de agarosa
como un patrdn tipico en “escalera”, mientras que en la necrosis el ADN es degradado

al azar y muestra un “chorreado” en la electroforesis.

Cuando las caracteristicas morfolégicas de la apoptosis estan presentes, se detecta casi
siempre la fragmentacion internucleosomal del ADN (Wyllie, 1980; Arends y col.,
1990). La degradacion del ADN ha sido asociada con la activacion de nucleasas
presentes en la célula en forma inactiva (Hewish y Burgoyne, 1973; Cohen y Duke,
1984; Kerr y Harmon, 1991; Lazebnik y col., 1993; Martin y col.,, 1994). Estas
enzimas cortan el ADN primero en fragmentos grandes (50-300 kilobases) y luego en
fragmentos oligonucleosomales cada vez mas pequeiios (Steller, 1995; Martin y col,,
1994; Wyllie, 1980; Zakeri y col., 1993).

La endonucleasa responsable del corte internucleosomnal del ADN en la apoptosis no
ha sido ain completamente caracterizada (Arends y col., 1990; Martin y col., 1994).
Sm embargo, la dependencia de calcio y magnesio, asi como la inhibicién por zinc,
son las caracteristicas comunes mas aceptadas para la nucleasa que se activa durante la
apoptosis (Martin y col.,, 1994). Estudios recientes han involucrado a las DNAsa I
(Peitsch y col., 1993) y DNAsa II (Barry y Eastman, 1993) como las endonucleasas
responsables de la degradacion del ADN en la apoptosis. Sugiriendo que mas de una
endonucleasa puede estar involucrada en la fragmentacion apoptética del ADN (Martin
y col. 1994).



La degradacion del ADN es un evento temprano en el desarrollo del proceso
apoptotico (Duke y col., 1983, Cohen y Duke, 1984; Rukenstein y col, 1991,
Deckwert y Johnson, 1993; Batistatou y Greene, 1991; 1993; Gerschenson y Rotello,
1992). Debido a la importancia que tienen estos cambios nucleares tempranos, asi
como a la reversion del proceso apoptético por el tratamiento con inhibidores de
endonucleasas (Rukenstein y col., 1991; Batistatou y Greene, 1991; Deckwert y
Johnson, 1993), se ha sugerido que las células mueren como consecuencia de la
degradacion endonucleolitica de su ADN (Wyllie, 1980; Cohen y Duke, 1984,
Gerschenson y Rotello, 1992). Sin embargo, las células sin nicleo son
fisiologicamente activas durante un periodo relativamente prolongado y pueden ser
estimuladas a producir los cambios citoplasmaticos caracteristicos de la apoptosis
(Jacobson y col., 1994; Raff y col.,, 1993). Por otra parte, nicleos aislados pueden
mostrar condensacion y degradacion oligonucleosomal del ADN en un sistema libre de

células (Lazebnik y col. 1993).

1.2.3 DEPENDENCIA DE LA SINTESIS DE PROTEINAS

La evidencia inicial que sustenta la idea de que la apoptosis es causada por un
programa activo de suicidio celular proviene de experimentos en los cuales la muerte
pudo ser suprimida por inhibidores de la sintesis de proteinas o de ARN (Tata, 1966;
Lockshin, 1966; Martin y col., 1988; Oppenheim y col. 1990). Sin embargo,
experimentos posteriores muestran que esos inhibidores no son capaces de bloquear la
apoptosis (Waring, 1990; Rukenstein y col., 1991) y aun pueden inducirla en muchas
otras situaciones (Bansal y col., 1991; Gerschenson y Rotello, 1992; Martin y col.,
1994). Dado que el proceso apoptdtico puede ocurrir aun en ausencia de sintesis de
proteinas, se propuso que los componentes moleculares de la maquinaria de la
apoptosis son constitutivamente expresados en la mayoria de las células de mamifero

(Raff, 1992; Steller, 1995).



La evidencia mas concluyente para la idea de que todas las proteinas requeridas para la
apoptosis son expresadas constitutivamente en las células de mamifero, proviene de
experimentos con células cuyos nucleos han sido removidos (Jacobson y col., 1994).
Cuando los citoplastos son privados de los factores de supervivencia o son tratados con
altas concentraciones del inhibidor de quinasas de proteinas estaurosporina, presentan
los cambios citoplasmaticos caracteristicos de la apoptosis. Estos resultados indican
que los procesos principales de la apoptosis no requieren la transcripcion de nuevos
genes. Por lo tanto, el requerimiento de la sintesis de ARN y proteinas para la
induccion de la muerte celular en algunos tipos celulares puede reflejar la expresion de

moléculas que activan o reprimen la maquinaria de muerte celular presente, mas que la

‘produccion de algin componente requerido para el programa basico de muerte celular

(Steller, 1995; Raff y col, 1993; Raff, 1992; Rukenstein y col., 1991). Esto sugiere que
la inhibicion de la apoptosis por proteinas antiapoptoticas es de fundamental
importancia para la supervivencia de las células y que muchas células requieren la

produccién constante de estas proteinas para sobrevivir.

1.2.4 LOS GENES DE LA APOPTOSIS

Una cantidad creciente de estudios sugieren que la apoptosis involucra un mecanismo
que esta, al menos, parcialmente conservado a través de la evolucion de los animales
(Raff, 1992; Vaux y col., 1994; Martin y col, 1994; Jacobson y Evan, 1994; Steller,
1995). En este contexto, la aproximacion genética que ha proporcionado los mejores
resultados sobre los mecamsmos de la muerte celular ha sido el analisis del nematode
Caenorhabditis elegans. Una gran cantidad de mutaciones que afectan estadios
especificos del programa de muerte celular han sido aislados en este organismo (Ellis y

col.,, 1992), y los genes correspondientes ordenados en vias génicas (Fig. 1.2).

La muerte celular programada en este nematode puede ser dividida en cuatro estadios
diferentes: 1) la decision de la célula de vivir o morir; ii) la muerte de la célula; i) la
fagocitosis de la célula muerta por fagocitos; y iv) la degradacion del cuerpo

fagocitico. Han sido aisladas inutaciones que afectan a cada uno de estos estadios,
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definiendo 14 genes que participan en el proceso de muerte celular prograniada del
nematode. Las mutaciones que interfieren con la ejecucion de la muerte, la fagocitosis
o la degradacion afectan a todas las células somaticas, mientras que los genes
involucrados en el paso de decision solo afectan a unas pocas células (Ellis y col,,

1991; Steller, 1995)

Se han aislado tres genes que afectan la ejecucion de la muerte de todas las células
somaticas, ced-3, ced-4 y ced-9. La actividad de dos de estos genes, ced-3 y ced-4, es
necesaria para que ocurra la muerte de las células. El gen ced-# codifica para una
proteina sin homologia significativa con ninguna otra proteina conocida. Sin embargo,
el gen ced-3 codifica para una proteina que presenta una alta homologia con la familia
de las cistein proteasas, que incluye a la Enzima de Conversion de la Interleukina-13
(ICE; Cerretti y col., 1992; Yuan y col., 1993). La sobre-expresién de ced-3 o ICE en
células de mamifero causa apoptosis (Miura y col., 1993). Por el contrario, el .gen ced-
9 actia suprimiendo la apoptosis dependiente de los genes ced-3 y ced-4 (Hengartner y
col., 1992; Jacobson y Evan, 1994). Mutaciones del gen ced-9 resultan en una muerte
celular excesiva, ain de células que no sufren apoptosis durante el desarrollo normal
de C. elegans. Esta observacion sugiere que el gen ced-9 es necesario para la
supervivencia de muchas células en el nematode, ain aquellas que normalmente no

sufren apoptosis, probablemente suprimiendo un programa de muerte celular ubicuo.

El gen ced-9 de Caenorhabditis elegans presenta una homologia de secuencia del 23%
con el gen de mamiferos bcl-2 (Hengartner y Horvitz, 1994), identificado en el sitio de
traslocaciéon cromosoéinica reciproca t(18:14) en el linfoma folicular humano de células
B (Tsujimioto y col., 1984; Bakhishi y col, 1985; Cleary y Sklar, 1985; Cleary y col.,
1986).

La expresion de bcl-2 suprime la apoptosis en varios tipos celulares, tanto in vitro

como in vivo (Korsmeyer, 1992) y ratones deficientes para este gen muestran

anormalidades consistentes con la perdida de funcion de un supresor de la muerte de

11



tipos celulares especificos (Jacobson y Evan, 1994). Por otra parte, el gen humano bc/-
2 actia como un supresor de la apoptosis en C. elegans (Hengartmer y Horvitz, 1994;
Vaux y col., 1992).

Una via de induccién de la apoptosis en células de mamifero, para la cual no se ha
encontrado contraparte en C. elegans, es la estimulada por el dafio al ADN, la cual
parece requerir la actividad de la proteina p53 (Clarke y col.,, 1992; Lowe y col,,
1993). La sobre-expresion de esta proteina puede inducir apoptosis en una variedad de

condiciones (Sachs y Lotem, 1993).

/Célula fagocitica
,

Decision Ejecucxon de 3
‘ de morir ‘ 1a muerte FﬂBOCltOSlS @ Degradacion

Célula Célula saludable Célula muerta
saludable comprometida a
ced-1 nuc-1
ces-2—] ces-1 —— ced-9 cod-2
ced-5
ced-6
ced-7
egl-1 ced-8
ced-3 ced-10
ced-4
- > - >
Células especificas Todas las células que mueren

Figura 1.2. Vias génicas de 1a muente celular programada en Caenorhabditis elegans. Mutaciones en 14 genes
diferentes que afectan estadios especificos de la muerte celular programada en han sido aisladas. Las
mutaciones relacionadas con la decision de morir afectan sélo a2 un numero pequeio de células. Por el
contrario, los genes involucrados en todos las etapas subsecuentes de 1a muerte celular son comunes 2 la muerte
de todas las células somdticas en este organismo. Tres genes, ced-3, ced-4 y ced-9, afectan la ejecucién del
programa de muerte. La actividad de ced-3 y ced-4 promueve la muerte, mientras que ced-9 activamente
previene este proceso. Las interacciones entre estos genes han sido deducidas a través del uso de combinaciones
de mutantes dobles. Adaptado de Ellis y col. (1991).
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1.2.5 LA FAMILIA BCL-2 Y SUS POSIBLES MECANISMOS DE ACCION.

El primer trabajo que mostraba que bcl-2 podia prolongar la sobrevida de las células se
realiz en células del sistema inmune (Vaux y col., 1988). En este trabajo se
demostraba que la transformacion estable con vectores de expresion conteniendo bcl-2
permitia la sobrevida de células pre-B inmaduras en ausencia de entorno trofico. Sin
embargo, la capacidad de bcl-2 de bloquear la apoptosis fue formalmente demostrada
por Hockenbery y col. (1990). Recientes estudios de la funcion de bc/-2 en neuronas
en cultivo han establecido definitivamente su papel como supresor de la apoptosis
(Garcia y col., 1992; Allsopp y col., 1993). Evidencia adicional en este sentido fue
obtenida por medio de la reduccion de la expresion de bcl-2 transformado células con
vectores conteniendo secuencias “antisense” del gen. En estos experimentos se
encontrd que la disminucion de la expresion de bcl-2, si bien no conduce a la muerte
celular, acelera la apoptosis inducida por privacion de factores troficos (Reed y col,
1990a,b; Kitada y col., 1993). Estos resultados son consistentes con el hecho de que
varios tipos celulares no contienen niveles detectables de la proteina Bcl-2 in vivo

(Hockenbery y col., 1991; LeBrun y col, 1993; Luy col., 1993).

Ademas de prevenir la muerte por privacion de factores troficos, la sobre-expresion de
bcl-2 previene o reduce la muerte celular inducida por una gran variedad de estimulos
(Reed, 1994). De hecho, Bcl-2 parece bloquear un evento relativamente temprano
asociado con la muerte celular apoptdtica, de forma que previene los cambios
morfoldgicos caracteristicos y reduce o previene la fragmentaciéon internucleosomal
del ADN (Reed, 1994). Estos datos sugieren que Bcl-2 bloquea una via final comin

que conduce a la inuerte apoptética de las células.

A pesar que el mecanismo por el cual Bcl-2 previene el proceso apoptético no es
conocido, recientes resultados han aportado alguna evidencia al respecto. La
proteccion ejercida por el gen bc/-2 no involucra la reduccion en el dafio al ADN
inducido por drogas, el incremento de la tasa de reparacion ni la inhibicidon de las

alteraciones mducidas en la secuencia de nucleétidos (Walton y col., 1993; Fisher y

13



col., 1993). Esto indica que la proteina actia después que estos eventos tuvieron lugar,
ya sea evitando que la presencia de ADN dafiado sea transducida en una sefial para la
activacion de la apoptosis o bloqueando la accion de la maquinaria de la apoptosis. En
base a estos resultados se ha especulado que existe una conexion funcional entre Bcl-2
y p53 (Reed, 1993). Sin embargo, en recientes investigaciones usando ratones “knock-
out” para p53 se determind que esta proteina es necesaria para la induccion de la
apoptosis frente a ciertos estimulos (Lowe y col., 1993; Clarke y col., 1993), pero no
para otros que también pueden ser bloqueados por Bcl-2 (Sentman y col., 1991;
Strasser y col., 1991; Siegel y col., 1992; Miyashita y Reed, 1992;1993).

Por otra parte, la sobre-expresion de bcl-2 no es capaz de revertir la apoptosis inducida
por una variedad de estimulos (Reed, 1994). El reciente reporte de proteinas con una
gran homologia de secuencia con bcl-2, capaces de reprimir su actividad anti-
apoptotica, ha sugerido una posible explicacién para la incapacidad de Bcl-2 de
prevenir la apoptosis en algunas circunstancias y en ciertos tipos celulares (Boise y
col,, 1993; Oltanri y col.,, 1993). Entre los genes de la familia de bcl/-2 los mas
interesantes parecen ser Bc/-X y Bax. El primero de ellos presenta una homologia del
74% con bcl-2 y muestra funciones que son esencialmente idénticas (Boise y col,
1993). Bax presenta una homologia de secuencia del 23% y si se consideran los
reemplazos conservativos, tiene una similitud del 43% con Bcl-2. Bax es capaz de
formar heterodimeros con Bcl-2, inactivandola (Oltani y col., 1993). Otros miembros
de la familia bcl-2 son mcl-1 (35% de homologia; Kozopas y col., 1993)) y Al (40%

de homologia; Lin y col., 1993) de los cuales se desconoce su funcidn.

Debido a su ubicacion intracelular, en membrana nuclear, partes del reticulo
endoplasmico y meinbrana externa initocondrial, pero no en otras membranas (Chen-
Levy y col., 1989; Monaghan y col., 1992; Jacobson y col., 1993; Hockenbery y col,,
1990), se postul6 que los efectos de Bcl-2 podrian estar ligados a la movilizacion del
Ca** (Baffy y col., 1993) o al dafio oxidativo (Hockenbery y col., 1993). Una hipétesis
particularmente atractiva involucra tanto al dafio oxidativo en la induccion de la

apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994; Wood y Youle, 1994; Richter, 1993;) como al
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descubrimiento que Bcl-2 evita la lipoperoxidacion y posiblemente la acumulacion de
otras especies reactivas del oxigeno, al menos en algunos modelos (Kane y col., 1993;
Hockenbery y col., 1993). Si bien para las células de mamifero no se ha establecido
claramente una relacion causa-efecto entre Bcl-2 y el control del metabolismo redox
celular, un importante argumento a favor de esta hipétesis proviene de experimentos
realizados en Saccharomices cerevisiae deficientes para la enzima mitocondrial Mn-
superoxido dismutasa (Mn-SOD) donde la expresion de Bcl-2 restablece el

crecimiento en condiciones de metabolismo aerdbico (Kane y col., 1993).

1.2.6 AGENTES QUE ESTIMULAN EL PROCESO APOPTOTICO

En los tltimos afios han sido descriptos una gran nimero de agentes con la capacidad
de estimular la apoptosis en diferentes sistemas celulares. Asi mismo, se ha encontrado
que es posible desencadenar la muerte celular por procesos apoptéticos en casi
cualquier tipo de célula de mamifero (Steller, 1995; Nagata y Golstein, 1995;
Thompson, 1995; Buttke y Sandstroin, 1994; Gerschenson y Rotello, 1992). Los
inductores de la apoptosis pueden ser clasificados en: activadores fisiologicos,

inductores patologicos, agentes terapéuticos y toxinas (Tabla 1.1I).

La Tabla 1.IV muestra algunos ejemplos seleccionados de la incidencia de los
diferentes inductores en una variedad de tipos celulares, que incluye lineas celulares,
cultivos primarios y estudios in vivo. Finalmente, los mecanismos por los cuales estos
conipuestos desencadenan el proceso apoptotico no han sido completamente
elucidados. De hecho, para la mayoria de ellos, solo se ha descripto su capacidad de

estimular 1a muerte celular en modelos in vitro.

Un mecanismo particularmente interesante de induccion de la apoptosis es la
estimulacion del programa de suicidio celular por privacion de factores troficos. Si las
proteinas efectoras de la apoptosis estan presentes en las células vivas, su actividad

potencialmente letal debe estar inhibida en las células que sobreviven. En este sentido,
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proteinas efectoras de la apoptosis estin presentes en las células vivas, su actividad
potencialmente letal debe estar inhibida en las células que sobreviven. En este sentido,
se ha propuesto que las células estin programadas para suicidarse y requieren seiiales

continuas de otras células para sobrevivir (Raff, 1992; Raffy col., 1993).

TABLA 1.III. CLASIFICACION DE LOS AGENTES Y CONDICIONES QUE
INDUCEN LA APOPTOSIS’

Activadores Inductores Agentes terapéuticos Toxinas
fisiologicos patologicos

1- Familia del TNF: 1- Oncogenes: 1- Drogas 1- Inhibidores de la

Ligando FAS myc quimioterapéuticas: sintesis de proteinas:

TNF rel Cisplatina Cicloheximida

p75NerR El1A Vincristina

Doxorubicina, 2- Inhibidores de la
2- TGFP 2- Supresores tumorales: Citosina arabinésido  transcripcion:
. p53 Metotrexato Actinomicina D

3- Neurotransmisores:

Glutamato 3- Toxinas bacterianas 2- Radiacién: 4- Péptido B-amiloide

Dopamina 4- Choque térmico E:;‘ma 5- Iondforos de calcio:
4- Privacion de factores . A23187

woficos 5- Infeccién viral ultravioleta
6- Etanol
5- Falta de matriz 6- Células T citotéxicas
extracelular
7- Oxidantes:
6- Calcio HzOz
7- Glucocorticoides 8- Radicales libres
8- Oxido nitrico 9- Privacion de nutrientes-
antimetabolitos

" Lista parcial de los agentes reportados como inductores de 1a apoptosis. Adaptado de Thompson, 1995.

Este hipdtesis es una extension de la ampliamente aceptada Teoria Neurotréfica

(Pruves, 1988; Oppenheim, 1991), que esta basada en dos suposiciones principales:

e La sobrevida de las neuronas de los vertebrados en desarrollo depende de factores
neurotroficos especificos secretados por las células que la neurona debe inervar.

e Muchos tipos de neuronas son producidos en exceso, de forma que sélo una parte

de ellas pude alcanzar el soporte trofico de las células blanco.
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TABLA 1.IV. ESTIMULOS QUE INDUCEN LA APOPTOSIS EN SISTEMAS

CELULARES ESPECIFICOS
Estimulo Tipo celular Referencias
Acido kainico Neuronas piramidales Pollard y col., 1994
ATP Timocitos Zheng y col, 1991
Linfoma (linea celular)
Actinomicina D Leucemia T (linea celular) Rotello y col., 1991a

A23187

Estrés oxidativo

Citocalasina B

Calcio

Cicloheximida

Gliotoxina

Glucocorticotdes

Glutamato
6-hidroxidopamina
Irradiacion (B o y)

Onddo nitrico (NO)

Privacion de factores troficos

Tumor Necrosis Factor

TGFB1

Cultivos primarios de endometrio
de conejo

Timocitos

Cultivo organotipico de préstata
Células PC12

Células NCB-20

Cultivo primario de Neuronas
corticales
Células PC12

Linfomna de células T (linea celular)

Timocitos inmaduros

Células HL-60
Cultivos primarios de endometrio
de conejo

Macréfagos

Blastos T

Timocitos

Linfoma (linea celular)
Neuronas corticales en cultivo
Células PC12

Timocitos

Fibroblastos

Macréfagos

Células tumorales

Cultivos primarios de neuronas
corticales

Neuronas simpd4ticas en cultivo
Células PC12

Motoneuronas espinales

Células hematopoyéticas

Células blanco

Cultivos de células de endometrio
de conejo

Bansal y col., 1991

Durant y col., 1980
Martikainen y Isaacs, 1990
Joseph y col., 1993

Ratan y col., 1994
Troy y Shelanski, 1994

Kolber y col., 1990

Cohen y Duke, 1984
McConkey y col., 1989

Rotello y col., 1991a
Bansan y col., 1991

Waring, 1990

Wyllie, 1980
Cohen y Duke, 1984

Kure y col.. 1991
Walkinshaw y Waters, 1994

Kerr y Searle, 1972
Lowe y col,, 1993

Albina y col., 1993
Cui y col., 1994

Kho y col., 1995
Deckwerth y Johnson, 1993
Martin y col., 1988

Menser y col., 1992
Oppenheim y col., 1990
Rukenstein y col, 1991
Batistatou y Greene, 1991
Williams y col., 1990

Schmid y col., 1987
Larrick y Wright, 1990

Rotello y col., 1991b
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Evidencias posteriores indican que el soporte trofico de las células también puede
provenir de sus aferencias y de otras células con las que interactia (Raff y col., 1993).
Es posible que las neuronas que no contacten con su blanco sean menos competitivas
para atraer y/o establecer los contactos aferentes (Pruves, 1988), y que la pérdida de
estos contactos reduzca su habilidad para proyectar un axén y/o establecer contactos
con su blanco, de forma de obtener el soporte trofico necesario para sobrevivir
(Oppenheim, 1991). Un apoyo adicional a la hipétesis de Raff y col. es la creciente
cantidad de evidencia sugiriendo que moléculas producidas por la glia o derivadas de
la matriz extracelular son importantes en el mantenimiento de la sobrevida de las
neuronas (Walicke, 1989; Johnson y col., 1988; Hamburger y col., 1981; Hama y col,,
1989; Barde, 1989; Zumn y col., 1994; Henderson y col., 1994; Hughes y col., 1993;
Son y Thompson, 1995a,b).

Muchos factores troficos y sus receptores han sido caracterizados a nivel molecular
(Lindsay y col., 1994.), sin embargo, el mecanismo por el cual la activacion de los
receptores regula el programa apoptotico no esta claro. Los factores tréficos pueden
prevenir la estimulacion de la apoptosis reduciendo la cantidad y/o la actividad de
proteinas efectoras cruciales a niveles inocuos. Otra posibilidad es que los receptores
de factores troficos activados podrian inhibir la muerte celular estimulando la actividad
protectora de proteinas anti-apoptoticas, tales como la de los miembros de la familia
Bcl-2. Recientemente ha sido reportado que el receptor de baja afinidad para el factor

5NOFR es capaz de estimular la apoptosis en células

de crecimiento nervioso (NGF), p7
en cultivo (Rabizadeh y col., 1993). Los efectos del NGF son mediados, al menos en
parte, por el TrkA (receptor de alta afinidad para el NGF), que tiene una actividad de
quinasa de tirosinas (Klem y col., 1991; Hempstead y col., 1991; 1992). La funcién del
p75N°R no esta completamente caracterizada, si bien ha sido reportado que incrementa
la afinidad del TrkA por el NGF (Hempstead y col., 1991). Este receptor pertenece a la
familia del receptor para el factor de necrosis tumoral (TNF), un grupo de receptores
especializados en la induccion de la muerte celular por mecanismos apoptoticos

(Nagata y Goldstein, 1995).
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La expresion de p75"°'® en células que normalmente no lo expresan induce la muerte
celular de forma constitutiva. El agregado de NGF previene este efecto y ain puede
tener el efecto contrario (Rabizadeh y col., 1993). Estos resultados podrian explicar la
dependencia de ciertos tipo neuronales al NGF. En funcion de estos resultados se
podria hipotetizar que la dependencia de factores troficos para la sobrevida célular no
esta dada por seiiales liberadas por los complejos formados por los factores tréficos y
sus receptores, sino que la unién del factor trofico a su receptor inhibe la liberacion de

una seiial que desencadena la apoptosis.

1.2.7 RADICALES LIBRES Y OXIDANTES EN LA APOPTOSIS.

Se ha postulado que el dafio oxidativo a macromoléculas podria contribuir
significativamente al proceso de envejecimiento (Ames y col., 1993). De hecho, es
posible que los radicales libres no sélo participen en las enfermedades asociadas con la
vejez, tales como la disminucion de la funcion inmune y la disfuncidn cerebral, sino
que también pueden tener un papel importante durante la embriogénesis y el

mantenimiento de la homeostasis tisular (Parchment, 1993).

El mecamsmo por el cual los radicales libres pueden estimular 1a muerte celular no es
bien comprendido. Sin embargo, un camino por el cual pueden actuar es a través de la
estimulacién de la apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994). Se ha reportado que el
peroxido de hidrégeno (Hockenbery y col., 1993; Whittemore y col., 1994) y la
menadiona (Zhong y col., 1993) estimulan la apoptosis en diferentes tipos celulares.
Asi mismo, se contr6 que el factor de necrosis tumoral, que estimula la apoptosis en
diferentes tipos celulares (Nagata y Golstein, 1994), induce la produccion mitocondrial
del radical superdxido, por un mecanismo dependiente del Ca®, en células L929
(Hennet y col., 1993). Mas aiin, agentes que inactivan o metabolizan perdxidos, tales
como la N-acetil-cisteina o la glutation peroxidasa, previenen la apoptosis

(Hockenbery y col., 1993).
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como la N-acetil-cisteina o la glutation peroxidasa, previenen la apoptosis

(Hockenbery y col., 1993).

La radiacién ionizante es uno de los pocos inductores de la apoptosis del que se
conoce como actua. Por medio de la produccion del radical hidroxilo (por radiolisis
directa de las moléculas de agua) produce dafio oxidativo a macromoléculas de la
célula , incluyendo el dafo directo al ADN (Buttke y Sandstrom, 1994). Otros pro-
oxidantes, tales como el peréoxido de hidrégeno, pueden estimular la liberacion
mitocondrial de calcio. El aumento de la concentracién citoplasmatica de calcio
conduce al aumento en la demanda de energia y a la disminucion del potencial de
membrana en las mitocondrias. La disminucién de la capacidad de las mitocondrias
para mantener los niveles de calcio y la falla en la sintesis de adenosina trifosfato
(ATP) conducen a un dramatico incremento en el calcio citoplasmatico (Richter,

1994), que resulta fatal para las células.

Por otra parte, es posible que los radicales libres, u otros compuestos relacionados,
puedan activar la expresion de los genes responsables de la apoptosis a través de un
factor de transcripcion nuclear capaz de responder al estrés oxidativo, tal como el NF-
kB (Schreck y col., 1992). Este factor de transcripcion es activado por una variedad de
estimulos entre los que se destacan la proteina 3 amiloide (Bhel y col., 1994) y el
TNF-a (Schreck y col., 1992; ), los cuales estimulan el estrés oxidativo y 1a muerte por
mecanismos apoptoticos. Asi mismo, varios estudios ha mostrado que diferentes
agentes antioxidantes inhiben la activacion del NF-xB (Schreck y Baeuerle, 1991;
Scherck y col., 1992; Meyer y col., 1993a,b).

Los radicales libres no sélo producen daiio directo al ADN sino que también afectan
otros blancos dentro de la célula y de esta forma podrian actuar como segundos
mensajeros y estimular el programa de la apoptosis independientemente del daiio al
ADN (Wood y Youle, 1994). Un modelo propuesto para el estrés oxidativo como

mediador de la apoptosis puede verse en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Papel propuesto para el estrés oxidativo como mediador de 1a apoptosis. Las células mantienen un
adecuado equilibrio redox balanceando los niveles citoplasmiticos de oxidantes y antioxidantes. Como
consecuencia de algunos estimulos, la respiracién mitocondrial se incrementa, lo que resulta en un aumento de
los niveles de radicales libres (RLs) y oxidantes citoplasmaticos. Los macréfagos y los astrocitos activados
producen radicales libres que pueden contribuir al aumento ce los niveles celulares de estos agentes. Los
sistemas antioxidantes enddgenos pueden permitir a las células tamponar el aumento de 1a produccién de RLs;
un efecto similar puede ser mediado por Bcl-2. Cuando los niveles de defensas antioxidantes son insuficientes,
la célula puede sufrir las consecuencias del estrés oxidativo, que conduce a la activacién de factores de
transcripcion como el NF-«B. Por otra parte el daflo oxidativo del ADN activa la poli-ADP-ribosa transferasa
(PADPRT), mientras que la lipoperoxidacion puede conducir a un aumento de la concentracién de calcio

citoplasmitico. Adaptado de Buttke y Sandstrom, 1994.
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1.2.8 MODELO ESQUEMATIQO DEL MECANISMO DE LA APOPTOSIS
EN CELULAS DE MAMIFERO.

En la Figura. 1.4 se muestra un esquema general de los conocimientos de los que se
dispone actualmente sobre los mecanismos involucrados en la apoptosis en células de

mamifero.

Este modelo establece que diferentes estimulos - tales como la privacién de factores
troficos, el dafio al ADN (por radiaciones ionizantes o radicales libres), alteraciones
metaboélicas o del ciclo celular (por venenos metabélicos o inhibidores mitoticos) o la
activacion de receptores que participan en la respuesta inmune - liberan una seiial
comun que determina la activacion el programa de la apoptosis. Esta sefial puede ser
inhibida por proteinas anti-apoptéticas -tales como Bcl-2, las que a su vez pueden ser
inhibidas por proteinas pro-apoptoéticas como Bax o, por la activacion de los receptores
para factores troficos (dentro de un periodo que difiere para los diferentes tipo
celulares). La seiial central para la muerte celular activaria proteasas - de la familia de
las cistein-proteasas como ICE - que serian responsables de los cambios morfologicos
caracteristicos de la apoptosis y de la activacion de nucleasas. En casi todos los casos,
la via final comin de las células apoptdticas seria la fagocitosis por macrofagos o

células vecinas.

1.2.9 LA APOPTOSIS EN LA PATOLOGIA.

Como ha sido discutido previamente, la decision de la célula de activar el programa de
la apoptosis puede ser influenciada por una amplia variedad de estimulos. Recientes
evidencias sugieren que alteraciones en la sobrevida de las células contribuye a la
patogénesis de un variedad de enfermedades humanas que incluyen el cancer, las
infecciones virales, las enfermedades autoinmunes, los desordenes neurodegenerativos

y el sindrome de inmunodeficiencia adquirido (Thompson, 1995).
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Figura 1.4. Modelo hipotético de la regulacién de la muerte celular apoptética. Como se encuentra
diagramado, el final mis frecuente de la apoptosis es 1a remocién de las células muertas por fagocitosis. Tanto
Bcl-2 como ICE son miembros de grandes familias génicas.

La sobrevida de los organismos multicelulares depende del correcto funcionamiento de
sus diversos tipos celulares. La viabilidad del organismo adulto depende del
mantenimiento y renovacion de esos tipos celulares. En los vertebrados, las diferentes
células presentan una gran variedad de mecanismos que las mantienen viables durante
la vida del orgamsmo. La células sanguineas, por ejemplo, presentan una constante
renovacion a partir de las células hematopoyéticas progenitoras. Los linfocitos y las
células de los organos reproductores presentan expansiones y contracciones ciclicas en
la medida que participan en la defensa del orgamismo o en la reproduccion,
respectivamente. Por el contrario, las células nerviosas tiene una capacidad limitada de
autorenovacion, y la mayoria de las neuronas sobreviven durante toda la vida del

organismo.

1.2.9.1 Muerte celular en enfermedades neurodegenerativas.

Una gran variedad de enfermedades neurolégicas se caracterizan por la pérdida
gradual de tipos neuronales especificos (Heintz, 1993; Isacson, 1993). Estos
desdrdenes incluyen la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
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esclerosis lateral amiotrofica y la retinitis pigmentosa, entre otras. Debido a que la
pérdida de células en estas enfermedades no resulta en una respuesta inflamatoria, la
apoptosis parece ser el mecanismo mas aceptado de muerte celular (Thompson, 1995).
El estrés oxidativo, la toxicidad mediada por calcio, defectos mitocondrales,
enfermedades autoinmunes, deficiencia en el aporte de factores troficos y sobre-
estimulaciéon de los receptores para amino acidos excitatorios han sido postulados
como posibles causas de estas enfermedades (Oppenheim, 1991; Sendtner y Thoenen,
1994; Olney, 1989; Thompson, 1995). Cada uno de estos estimulos predisponen a las
neuronas a desencadenar el proceso apoptético tanto in vivo como in vitro. La sobre-
expresion de Bcl-2 disminuye la neurotoxicidad de cada uno de los estimulos
mencionados. Factores neurotréficos y la matriz extracelular también alteran el umbral
apoptotico de las células nerviosas. Esos datos en conjunto sugieren un modelo en el
cual el umbral para la muerte celular estd dinamicamente regulado. El umbral
apoptotico de una célula esta entonces determinado por los efectos combinados de los

factores de supervivencia externos e internos (Thompson, 1995).

En los 1ltimos afios se ha reunido una gran cantidad de evidencia sugiriendo que el
aumento de la concentracion de los radicales libres y, como consecuencia, el dafio
oxidativo seria un mecamsmo comun en las enfermedades neurodegenerativas. Es mas,
la muerte celular inducida por los diferentes estimulos postulados como causa primaria
de la neurodegeneracion, seria mediada por la produccion de radicales libres (Rosen y
col., 1993; Fahn y Cohen, 1992; Hall y Braugheler, 1993; Olanow, 1993; Beckman y
col., 1993; Lipton y col., 1994; Lipton y Rosenberg, 1994; Sendtner y Thoenen, 1994).
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1.3 RADICALES LIBRES

1.3.1 INTRODUCCION A LA BIOQUIMICA DE LOS RADICALES LIBRES.

Los radicales libres (RLs) son especies quimicas, generalmente muy reactivas, que
tienen al menos un orbital con un electron desapareado (Cheeseman y Slater, 1993).
Los radicales libres pueden formarse por tres vias:

1) la ruptura homolitica de la unioén covalente de una molécula donde cada fragmento

retiene uno de los electrones
XiYoX+Y

i1) la pérdida de un unico electron por una molécula

A>A"+¢e
i1i) por la adicidn de un electrén a una molécula

A+e > A"
La transferencia electronica es mas comun en los sistemas biologicos que la fision
homolitica, 1a que generalmente requiere una fuente de alta energia (alta temperatura,
luz ultravioleta o radiaciones ionizantes). La fision heterolitica en la cual los electrones
de la unién covalente son retenidos por uno de los fragmentos de la molécula no
resulta en la formacién de radicales libres sino de iones. Los radicales libres pueden
ser eléctricamente neutros o tener carga positiva o negativa. El electron desapareado y
la naturaleza de radical de las especies se indican convencionalmente con un punto

superindice.

1.3.2 EL OXIGENO MOLECULAR O DIOXIGENO ES UN DI-RADICAL

Puede ser una fuente de confusion que los electrones de una de las moléculas mas
importantes en la bioquimica de los radicales libres, el oxigeno (O;) esten distribuidos
de tal manera que dos de los electrones estan desapareados. Por este motivo el oxigeno

es considerado como un di-radical (Cohen, 1994). Mientras que la naturaleza di-
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radical del oxigeno lo capacita para reaccionar rapidamente con otros radicales libres,
en general reacciona lentamente con otras especies que no tienen naturaleza radical
(Cohen, 1994; Cheeseman y Slater, 1993). Cuando se consideran sus reacciones en el
contexto de la bioquimica de los radicales libres, en general es mas sencillo
considerarlo como una molécula normal, que puede unirse facilmente a los radicales

libres o aceptar electrones de ellos, que considerarlo un radical libre.

1.3.3 RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO.

Los radicales libres mas importantes en los sistemas biologicos son los radicales
derivados del oxigeno y el 6xido nitrico ("NO), que es un radical libre del nitrogeno ya
que el electron desapareado esta la mayor parte del tiempo en el nitrogeno (Gilbert,
1994) y al cual nos referiremos en detalle mas adelante. Los radicales libres del
oxigeno son aquellos que tienen un electron desapareado asociado con un atomo de
oxigeno (Cohen, 1994). La reduccion del oxigeno molecular, por transferencia de un
electrén conduce a la formacion del radical libre anion superdxido (O,”). La
transferencia de un segundo electrén al radical superoxido resulta en al formacion de
peroxido de hidrogeno (H;O,). Esta dltima molécula no es un radical libre pero es
incluido en la categoria de especies reactivas del oxigeno, que incluye a los radicales
libres del oxigeno y a los derivados oxigenados de naturaleza no radical que estan
relacionados en la produccion de radicales del oxigeno (Cohen, 1994; Cheeseman y
Slater, 1993). La reduccion sucesiva del H,O, con dos electrones da lugar a la

formacion de radical hidroxilo ("OH) primero y finalmente agua (Fig. 1.5).
En los sistemas biologicos, el peroxido de hidrogeno pude ser producido por la

reaccion de dos moléculas de radical superéxido:

202.- +2H > H,0, + O,

26



0000000000000 0000 00000000000 0C0O0CO0CF0CCOCOCIOIOQROIOCOCPOCPOOOOIOOOT

+le +le +le +le
O, —> 0," —> H,0, —> '"HO —> H,0
+2H +H
oxigeno radical peréxido de radical agua
molecular superdxido hidrégeno hidréxilo

Figura 1.5. Proceso de reduccién del oxigeno molecular a agua. Las diferentes etapas muestran los productos
de 1a reduccion por un electron de la especie anterior.

Debido a que la reaccion de dos radicales libres tiene como producto moléculas de
naturaleza no radical, esta reaccion se conoce como dismutacion (Cheeseman y Slater,
1993). Esta reaccidon puede tener lugar espontaneamente, aunque muy lentamente, o
ser catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD; McCord y Fridovich, 1969).
El perdéxido de hidrégeno es un compuesto muy importante en la bioquimica de los
radicales libres debido a que, en presencia de metales de transicion, puede producir
radical hidroxilo (el mas reactivo de los radicales libres del oxigeno) por medio de la
reaccion de Fenton (Koppenol, 1993):
H,0, + Fe* — *OH + OH + Fe’*

Esta es también conocida como ciclo redox catalizado por hierro de Haber-Weiss
(Cheeseman y Slater, 1993; Beckman, 1994; Cohen, 1994), que incluye una segunda
reaccion de reduccidn del hierro que cierra el ciclo:

Fe3+ + 02.- o F62+ + O,

Contrarianiente a lo que se piensa, el radical superéxido no es un oxidante agresivo.
En sistemas biologicos es mas importante como agente reductor de metales de
transicion (como el hierro o el cobre) o de quinonas. En la reduccion de quinonas se
forma un nuevo radical centrado en el oxigeno, que es la semiquinona correspondiente
(Cohen, 1994):

Quinona + O," + H — SQ° + O,

27




El superéxido tiene ademas la capacidad de oxidar catecoles, incluidas las
catecolaminas:
Catecolamina + O, + H - SQ° + H,0,
En esta reaccién se forma la semiquinona correspondiente, mientras que el radical
superdxido es reducido a peroxido de hidrégeno (Cohen, 1994). Por ejemplo, en el
caso de la 6-hidroxidopamina (una neurotoxina muy reactiva) a pH neutro, la aparicion
del radical superoxido resulta en la catalisis de una potente secuencia de auto-
oxidacion (Heikkila y Cohen, 1973): ni bien se forma el radical superéxido, reemplaza
al oxigeno como el agente oxidante del catecol, como fue indicado anteriormente. La
reaccion subsecuente de la semiquinona con el oxigeno produce la quinona
correspondiente con regeneracion del superéxido:
SQ*"+0,»>Q+0,"+H'
De esta forma, la auto-oxidacion de la 6-hidroxidopamina consiste de una reaccion en

cadena en la que el superoxido es alternativamente consumido y regenerado.

En condiciones de pH bajo, el radical superéxido puede protonarse para formar el
radical perhidroxilo (HO,"), una especie mas oxidante y reactiva, pero a pH fisiologico

menos del 1% del superoxido se encuentra en esta forma (Cheeseman y Slater, 1993).

El perdoxido de hidrogemo es un agente oxidante relativamente estable y con vida
media larga (Cohen, 1994). Su principal importancia radica es que es la fuente de
radical hidroxilo por las reacciones que involucran la participacion de metales de

transicion, como fue mostrado anteriormente.

El radical hidroxilo tiene una muy alta reactividad quimica y gran poder oxidante,
reaccionando con las biomoléculas a velocidades controladas por difusion (Cheeseman
y Slater, 1993; Beckman, 1994; Cohen, 1994). Como consecuencia de su reactividad,
tiene una vida media extremadamente corta y no difunde distancias significativas antes
de reaccionar, pero es capaz de producir un gran dafio dentro de un pequeiio radio de

su sitio de formacién (Cheeseman y Slater, 1993).
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1.3.4 OTROS RADICALES LIBRES EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Los radicales libres del oxigeno no son los unicos radicales libres importantes en los
sistemas biologicos, a pesar de ser las primeras especies en formarse (Cheeseman y
Slater, 1993). Otros radicales libres importantes son la gran cantidad de radicales
centrados en el carbono (R") que son producidos por el ataque de un radical oxidante
(por ejemplo el radical hidroxilo) a moléculas bioldgicas (RH) tales como los lipidos,
acidos nucleicos, hidratos de carbono y proteinas (Gebicki y Bielski, 1981; Floyd y
Camey, 1990; Olanow, 1993; Sendtner y Thoenen, 1994). Los radicales centrados en
el carbono reaccionan muy rapidamente con el oxigeno para formar los radicales
peroxilos correspondientes (ROO"), los que a su vez pueden participar en reacciones
que generan radicales alcoxilos (RO®) durante la reaccion en cadena de
lipoperoxidacion (Cohen, 1994; Cheeseman y Slater, 1993; Porter, 1990; Gardner,
1989). Los atomos de azufre también pueden ser el centro para radicales libres
(radicales tiol, RS®) formados, por ejemplo en la oxidacion del glutation (Cheeseman
y Slater, 1993). Otros radicales libres de importancia bioldgica son los radicales
centrados en el nitrégeno (Beckman, 1994), tales como el 6xido nitrico ("NO) y el

didxido de nitrégeno ("NO,).

1.3.5 PRODUCCION CELULAR DE RADICALES LIBRES

En condiciones normales, los radicales libres son producidos en las células por
reacciones de transferencia de electrones. Estas reacciones pueden ser mediadas por
enzimas, espontaneas o catalizadas por metales de transicion (Cheeseman y Slater,
1993).

La produccion de radicales libres en las células puede ser accidental o deliberada

(Tabla 1.V). Los radicales libres son deliberadamente generados por las células
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animales en circunstancias especiales debido a que pueden ser beneficiosos si se los
mantiene controlados y dirigidos. Algunas enzimas utilizan un radical libre en su sitio
activo durante el proceso de catalisis, por ejemplo la ribonucleotido reductasa (Stubbe,
1990; Riechard y Ehrenberg, 1983). En estos casos los radicales libres no son
realmente “libres” del todo y su reactividad esta dirigida a una reaccion especifica. Los
macrofagos activados también producen deliberadamente radical superoxido como
parte de su actividad bactericida (Baboir, 1984; 1978; Klebanoff, 1980) a través de la
activacion de la enzima NADPH-oxidasa (Bellavite, 1988), que oxida NADPH en
presencia de oxigeno para formar radical superdxido en la interfase de la membrana

plasmatica y la bactena.

En condiciones normales, 1a mayor fuente de radicales libre en las células es la
reduccion parcial del oxigeno por electrones provenientes de la cadena de transferencia
electronica mitocondrial (Cheeseman y Slater, 1993; Chance y col., 1979; Cardenas,
1989). Especies reactivas del oxigeno tales como el radical superoxido, el peroxido de
hidrégeno y el radical hidroxilo son metabolitos presentes en las mitocondrias (Chance
y col.,, 1979; Cardenas, 1989). Las mitocondrias consumen alrededor del 90% del
oxigeno corporal y son una fuente particularmente rica de especies reactivas del
oxigeno, debido a que aproximadamente el 1-2% del oxigeno metabolizado por las
mitocondrias es normalmente convertido en radical superdxido en varios sitios
constitutivos de la membrana interna y la matriz mitocondrial (Chance y col., 1979).
Se ha estimado que durante el metabolismo normal de las mitocondrias de higado de
rata se producen alrededor de 3 x 10’ moléculas de radical superéxido por dia por

mitocondnia (Ritcher, 1988).

Ademas de la produccion fisiologica, las mitocondrias producen grandes cantidades de
especies reactivas del oxigeno en presencia de ciertos compuestos y en condiciones
patologicas. Asi, el aloxan (Frei y col., 1985), la divicina (Graf y col., 1985), la
menadiona (Frei y col., 1986), la tetraclorodibenzo-p-dioxina (Nohl y col., 1989), la
elevacion del Ca®* intracelular (Chacon y Acosta, 1991), el metilfenilpiridina (Cleeter,
1992) o el TNFa (Schulze-Osthoff y col., 1992) estimulan la produccién mitocondrial
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de especies reactivas del oxigeno. Mas aiin, procesos de isquemia-reperfusion (Turrens
y col, 1991), la proteina B-amiloide (Behl y col. 1994) y el neurotransmisor
excitatorio glutamato (Lafon-Cazal y col, 1993) estimulan un aumento de la

produccidn celular de especies reactivas del oxigeno.

TABLA 1.V. PRINCIPALES FUENTES CELULARES DE RADICALES LIBRES.

Origen Especies oxidantes
A) Enzimadticas
Xantina oxidasa 0., H,0,, "OH
Monoamino oxidasa H,0,
Escape de la cadena mitocondrial de 0., H,0;
transporte de electrones
Enzima de sintesis del 6xido nitrico ‘NO
Macroéfagos activados 0,;", "OH
B) No enzimadticas
Reacciones de auto-oxidacion de 0,", H,0,, “OH, GS°, SQ° quinonas
catecolaminas, ascorbato y GSH
Ciclos redox (mediados por agentes 0", H,0,, "OH

reductores tisulares; p. e). ascorbato)

e Metales: hierro, cobre

e Toxinas celulares: 6-hidroxidopamina,
menadiona, paraquat, alloxan

Reacciones de tipo Fenton ‘OH
Reacciones de peroxidacion de lipidos R’, RO*, ROO’, ROOH

Adaptado de Cohen, 1994

1.3.6 MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE.

Las células animales disponen de una variedad de mecanismos de proteccion contra los
efectos deletéreos de los radicales libres - probablemente debido a que una produccion
basal de radicales libres y oxidantes es inevitable en el metabolismo aerdbico - que en

conjunto son conocidas como defensas antioxidantes (Cheeseman y Slater, 1993).
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Hay dos categorias principales de defensas contra los radicales libres, la primera
previene la formacion de radicales libres y la segunda intercepta los radicales libres
que se hayan formado (Cotgreave y col., 1988). Las defensas antioxidantes estan
presentes tanto en las membranas como solubles en el citoplasma celular y pueden ser

tanto de tipo enzimatico como no enzimatico (Tabla 1.VI).

Las defensas preventivas incluyen sistemas eficientes de transferencia de electrones y
de secuestro de los metales de transicion. El hierro, por ejemplo, esta fuertemente
ligado a proteinas especiales tales como la transferrina y la ferritina (Halliwell y
Gutteridge, 1984). Sin embargo, se ha postulado que podrian excitir pequefias
cantidades de hierro en un “pool” de bajo peso molecular que seria mas reactivo y que
la generacion de radicales libres puede conducir a la liberacion de los metales de
transiciéon de las proteinas secuestradores (Halliwell y col., 1992). Otra forma de
defensa preventiva es la eliminacion de los peroxidos que reaccionan con los metales
de tramsicion para producir radicales libres. La catalasa y la glutation (GSH)
peroxidasa (acoplada a la glutation reductasa que regenera el glutation reducido)
catalizan la descomposicion de los perdxidos. La primera esta localizada en los
peroxisomas y actia sobre el peréxido de hidrogeno; la segunda esta localizada en el
citosol y la matriz mitocondrial y es activa tanto sobre el peroxido de hidrégeno como
los hidroperoxidos de acidos grasos (usando como cofactor al glutation reducido), si
son previamente separados de los fosfolipidos de la membrana por una fosfolipasa

(Wendel, 1980).

Otras defensas interceptan o capturan los radicales libres. Entre ellas estan las dos
formas de la unica enzima conocida que tiene como substrato a un radical libre: la
cobre/zinc superéxido dismutasa citoplasmatica y la manganeso superoxido dismutasa
mitocondrial. Sin embargo, la mayoria de las defensas destinadas a capturar los
radicales libres no son de tipo enzimatica. No se conocen enzimas que eliminen los
radicales hidroxilo; la alta reactividad de este compuesto, limitada sélo por la difusion,
y rapido consumo hace que un sistema enzimatico de proteccion no sea posible. El

radical hidroxilo es atrapado por sistemas de naturaleza no enzimatica, tanto de tipo
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hidrosolubles como el ascorbato (Stocker y Frei, 1991), el acido urico (Stocker y Frei,
1991) y el glutatién (Cotgreave y col., 1988), como liposolubles como el tocoferol
(Burton y col., 1983a,b; Burton y Ingold, 1986) y la ubiquinona (Stocker y col., 1991).

TABLA 1.VI. SISTEMAS CELULARES DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Enzimas Agentes endogenos Agentes exdgenos®
CwZn-SOD (citosolica) Ascorbato® Etanol
Mn-SOD (mitocondrial) GSH Manitol
GSH peroxidasa Urato Dimetilsulfoxido
GSH-S-transferasa® Catecolaminas® Dimetilurea
GSSG reductasa a-tocoferol B-caroteno

catalasa

* Los agentes exogenos son todos atrapadores de radical hidroxilo que han sido usados en una variedad
de situaciones experimentales para bloquear la toxicidad de este radical libre.

® El ascorbato actia como reductor quimico y como atrapador de radicales superoxido e hidroxilo.

° La glutation-S-transferasa presenta actividad similar a la glutation peroxidasa.

4 Las catecolaminas son listadas por su capacidad de atrapar al radical superoxido. Las catecolaminas
celulares disminuyen la toxicidad de la 6-hidroxidopamina atrapando radical superoxido.

Adaptado de Cohen (1994)

1.3.7 REACTIVIDAD DE LOS RADICALES LIBRES

Todas las biomoléculas pueden ser atacadas por los radicales libres. Entre ellas lipidos
representan moléculas relevantes en el dafio oxidativo. Las membranas celulares
contienen grandes cantidades de acidos grasos poli-insaturados, los cuales son
atacados rapidamente por los radicales libres. La destruccién oxidativa de los lipidos
de membrana, conocida como lipoperoxidacion, es particularmente dafiina porque
tiene lugar como una reaccion en cadena autopropagada (Cheeseman y Slater, 1993;
Porter, 1990). El proceso general de lipoperoxidacién comienza cuando un acido graso
insaturado es atacado por un radical oxidante (reaccion de iniciacion):

LH+R*—>L*+RH
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Esta reaccion genera un radical acido graso que rapidamente incorpora oxigeno para
formar el radical peroxilo del acido graso:
L*+0, > LO0O*
Los radicales peroxilo son los propagadores de la reaccién en cadena, pudiendo oxidar
mas moléculas de lipidos e iniciando nuevas cadenas, produciendo hidroperéxidos y
radicales lipidicos (reaccion de propagacion):
LOO*+L’H—> LOOH +L"*
Los hidroperéxidos puede romperse generando mas radicales y una gran variedad de
compuestos, como por ejemplo aldehidos (Poter, 1990; Esterbauer y col., 1990):
LOOH — LO*, LOO®, aldehidos, etc.
La rotura de los hidroperéxidos lipidicos involucra la catalisis por metales de
transicion, en reacciones analogas al ciclo redox catalizado por hierro de Haber-Weiss
produciendo radicales peroxilos y alcoxilos lipidicos. La rotura de los hidroperéxidos
siempre produce aldehidos, algunos de los cuales son muy reactivos y pueden difundir
del sitio del ataque original a otras partes de la célula (Esterbauer y col., 1991). La
lipoperoxidacion ha sido implicada en una gran variedad de enfermedades y en daiio
tisulare (Esterbauer y Cheeseman, 1991) y es principal consecuencia del daiio inducido
por el radical hidroxilo (Braughler y Hall, 1989; Hall y Braughler, 1993).

Las proteinas y los acidos nucleicos son menos susceptibles que los acidos grasos
insaturados al ataque de los radicales libres, debido a que es muy baja la posibilidad
que se inicien reacciones destructivas en cadena de progresién rapida y no parece
probable que el ataque aleatorio de los radicales libres a las proteinas sea muy
destructivo, a menos que sea de una gran extension, ya que a pesar de tener grupos
funcionales muy sensibles al ataque de los radicales libres la probabilidad que puedan
inactivar una proporcion importante de una especie proteica es baja. El ataque de los
radicales libres a las proteinas solo seria significativo sobre la viabilidad celular si
pudiera acumularse o si estuviera focalizado sobre sitios especificos. Una forma en que
el dafio podria focalizarse en regiones especificas de proteinas particulares es a través

de l1a union de un metal de transicion en un sitio; por ejemplo, 1a union de cobre por un
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residuo de histidina. En este caso, la reaccion del metal de transicion con peréxido de
hidrégeno puede producir radical hidroxilo que reaccionara en o cerca del sitio de
unién del metal de transicion. Este concepto es conocido como dario sitio-especifico

(Marx y Chevion, 1986; Stadtman y Oliver, 1991).

El ataque del ADN por los radicales oxidantes solo es posible si se forman en areas
muy préximas al acido nucleico (Cheeseman y Slater, 1993), sin embargo éste debe
considerarse un blanco vulnerable e importante. Como fue descripto para las proteinas,
no parece muy posible que puedan ocumir rapidas reacciones en cadena
autopropagadas y el dafio solo seria significativo si fuera sitio-especifico o de gran
intensidad, de tal forma que pueda producir el corte de las cadena o que ewitar los
sisternas de reparacion. La deteccion de bases nucleotidicas en la orina humana a sido
considerada como una fuerte evidencia del ataque oxidativo continuo del ADN (Fraga

y col., 1990; Kasai y Nishimura, 1991).

1.3.8 TOXICIDAD DE LOS RADICALES LIBRES

La explicacion mas aceptada de la toxicidad de los radicales libres in vivo se basa en la
produccion de radical hidroxilo por el ciclo de catalizado por hierro de Haber-Weiss.
A pesar que el radical hidroxilo es el mas poderoso oxidante, es tan reactivo que ataca
virtualmente a cualquier molécula organica y de esta forma solo puede difundir
distancias extremadamente cortas, de alrededor de 3A (Hutchinson, 1957), que es
menos de la décima parte del diametro tipico de una proteina. Por consiguiente, el
metal de transicion necesario para catalizar la formacién del radical hidroxilo debe
estar unido cerca de un sitio critico para inactivar una proteina clave (Stadtman y
Oliver, 1991). Por lo tanto, un gran flujo de radical hidroxilo seria necesario para
inactivar una fraccion substancial de cualquier blanco biolégico. Esto es consistente
con las grandes concentraciones de peroxido de hidrogeno requeridas para producir
una toxicidad significativa en sistemas bioldgicos. Concentraciones de perdxido de

hidrégeno de entre 1 y 10 mM son necesarias para observar una toxicidad significativa
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en bacterias (Beckman y Siedow, 1985; Zhu y col., 1992). La induccién de la muerte
de células eucariotas en cultivo por peréxido de hidrogeno requiere concentraciones
que solo son levemente menores, en el rango de 0,1 a 1 mM (Whittemore y col., 1994;
Hockenbery y col., 1993; Halleck y col., 1992; Jackson y col., 1990). Sin embargo,
esas altas concentraciones son mas dificiles de alcanzar in vivo debido a que los

sistemas antioxidantes son eficientes atrapadores de las especies reactivas del oxigeno.

Muchos estudios in vivo han usado una variedad de atrapadores del radical hidroxilo
tales como el manitol y el dimetilsulféxido para prevenir la toxicidad de los radicales
libres (Wu y col., 1994; Kondo y col., 1994). En un simple ensayo in vitro, usando la
xantina oxidasa como fuente de radicales del oxigeno, la concentracién de atrapadores
necesaria para competir por los radicales hidroxilo fue menor de 10 mM (Beckman y
col.,1989), si bien esa concentracion estda muy por debajo de las concentraciones
reportadas in vivo. Las células contienen normalmente 11 mM de glucosa, 1-5 mM de
tioles y altas concentraciones de otros atrapadores biologicos que incluyen al urato,
ascorbato y metionina (Beckman, 1994). Por lo tanto la interpretacion de la proteccion
por atrapadores de bajo peso molecular no es tan directa y no necesariamente implica

la participacion del radical hidroxilo.

La mayor dificultad con el ciclo catalizado por hierro de Haber-Weiss es que las
constantes de velocidad para las dos reacciones individuales son extremadamente
bajas. La reduccion del etilendiaminatetraacétato (EDTA) fémrico tiene una velocidad
de solo 10° M s, que es 2000 veces menor que la velocidad de metabolizacion del
radical superéxido por la superéxido dismutasa. Entonces, una pequeia cantidad de
superoxido dismutasa, menor que el contenido endogeno normal de la enzima, deberia
ser suficiente para inhibir completamente el primer paso del ciclo. Sin embargo, otros
agentes reductores, tales como el ascorbato, que estian en concentraciones mayores que
el radical superéxido, podrian reducir al hierro y permitir la reaccion en ausencia del

radical superéxido (Winterbourn, 1979).
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En las mejores condiciones, la reaccion del hierro reducido con el peroxido de
hidrogeno es 1000 veces mas lenta que la reduccion del hierro por el radical
superéxido. Para el EDTA ferroso la velocidad de reaccion es de solo 5 x 10° M s y
para formas fisiologicamente relevantes de hierro, tales como para la adenosina
difosfato (ADP) ferrosa o el citrato ferroso, las velocidades caen a 800 M’ s (Rush y
Koppenol, 1990).

Dadas las velocidades de reaccion relativaniente pequeiias y las bajas concentraciones
de radical superédxido, peréxido de hidrogeno y hierro cataliticamente activo in vivo, el
ciclo catalizado por hierro de Haber-Weiss deberia ser facilmente amortiguado por las
enzimas antioxidantes endogenas. Esto indicaria que el ciclo de Haber-Weiss puede
ser citotoxico en sistemas artificiales con defensas antioxidantes minimas, pero las
bajas constantes de velocidad sugieren que en condiciones patoldgicas estarian

operando otras vias de toxicidad de los radicales libres (Beckiman, 1994).

13.9 LA REACCION DEL RADICAL SUPEROXIDO CON EL OXIDO
NITRICO: Una Explicacién Alternativa para la Toxicidad de los Radicales
Libres.

El oxido nitrico reacciona con el radical superoxido para formar el poderoso oxidante
peroxinitrito a una velocidad de 6,7 x 10° M' s (Huie y Padmaja, 1993), que es tres
veces mas rapida que la velocidad con la que la superdxido dismutasa metaboliza al
superoxido (Wang y col., 1993). La reacciéon del éxido nitrico con el radical
superdxido es minimizada in vivo por la enorme concentracion de superdxido
dismutasa presente en las células, estimandose un contenido medio de 10 uM, el cual
puede llegar a 40 uM en los hepatocitos.. La velocidad de metabolizacion del
superoxido es 2 x 10° M s en solucién tamponada con fosfato, y probablemente es
la mayor velocidad de reaccion conocida para una enzima. Esto implica que la
concentracion intracelular de superoxido estaria en el rango de 10 a 100 pM. En
condiciones fisiologicas, la concentracion de 6xido nitrico probablemente se encuentre

en el rango de 10 a 100 nM (Shibuki y Okada, 1991; Malinski y Taha, 1992), es decir
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unas 100 veces mas diluido que la SOD. A pesar que el NO reacciona mas rapido con
el radical superéxido, en condiciones normales el 6xido nitrico estd demasiado diluido
para competir efectivamente con la SOD. Sin embargo, en condiciones patolégicas la
sintesis de NO puede incrementarse hasta alcanzar concentraciones similares a las de

la SOD y por lo tanto competir efectivamente con esta para formar peroxinitrito.

Este mecanismo ofrece una explicacion alternativa, al ciclo catalizado por hierro de
Haber-Weiss y la formacion de radical hidroxilo, para de los fenomenos téxicos
mediados por los radicales libres. Por otra parte también ofrece una posible

explicacion de los efectos toxicos del NO.

En las siguientes secciones se describira breveinente la bioquimica del 6xido nitrico y
su participacion en diferentes fendomenos biologicos, poniendo especial énfasis en

aquellos aspecto relacionados con la muerte-sobrevida de las células nerviosas.

1.4 EL OXIDO NITRICO

1.4.1 ASPECTOS GENERALES

La pnmera evidencia que el 6xido nitrico se forma enddgenamente provino de estudios
de los nitratos en la dieta como una fuente de nitrosaminas cancerigenas. En estos se
encontré que los mveles urinarios de esos compuestos se mantenian constantes en
humanos y ratas con una dieta baja en nitratos (Green y col., 1981a; 1981b; Wagner y
col., 1983) y que individuos con diarrea infecciosa excretan niveles muy altos de
nitrato, sugiriendo que los procesos inflamatorios podian ser una fuente del anidn.
Ratones selectivamente deficientes en macréfagos muestran una baja excrecion
urinaria de nitratos (Stuehr y Marletta, 1985), y cultivos de macrofagos producen
grandes cantidades de nitratos cuando son estimulados con endotoxinas (Iyengar y

col., 1987). La remocion de arginina de los medios de incubacién previene la
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formacién de nitritos y nitratos (Hibbs y col., 1987a), asi como las actividades

bactericida y antitumoral de los macréfagos en cultivo(Hibbs y col., 1987b).

Por otra parte, dos lineas de investigacion independientes condujeron a la
identificacion del papel del "NO en los vasos sanguineos. Por un lado se observo la
perdida de la relajacion de los vasos sanguineos inducida por acetilcolina cuando la
capa endotelial era removida mientras que su reposicion sobre el misculo liso
restauraba la respuesta (Furchgott y Zawadzki, 1980), sugiriendo que una molécula
difusible mediaba la relajacion del mnisculo liso. El factor de relajacion derivado del
endotelio (EDRF) era notablemente inestable y dificil de aislar. En una linea de
investigacion paralela, se encontro que los efectos de la nitroglicerina y otros
compuestos organicos nitrados sobre la relajacion del musculo liso involucraban un
metabolito activo, el 6xido nitrico, cuyas propiedades eran muy similares a las del
EDRF (Murad y col., 1978; Feelisch y Noack, 1978). Posteriormente se demostréo que
las células endoteliales liberan cantidades suficientes de *NO, sintetizado a partir de
arginina, para desarrollar todas las actividades del EDRF (Moncada y col.,, 1987,
Palmer y col., 1987; 1988).

La primera evidencia de la sintesis de 6xido nitrico en el sistema nerviosos proviene de
la observacién que cultivos primarios de células de cerebelo liberaban un factor cuyos
efectos sobre los vasos sanguineos eran similares a los del "NO (Garthwaite y col,,
1988). La formacién del 6xido nitrico a partir de arginina fue demostrada en extractos
de cerebro (Radomski y col., 1990). La regulacién de la enzima de sintesis del "NO
(NO sintetasa, NOS) por los neurotransmisores fue estudiada en el cerebelo en base a
su capacidad de estimular la produccion de guanidina monofosfato ciclica (GMPc), a
través de la unién al hierro del grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble. El cerebelo
contiene los niveles mas altos de GMPc en el sisteina nervioso central. Su sintesis es
estimulada por el glutamato a tavés de la activacién del receptor de tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) (Ferrendelli y col., 1974). Monitoreando la conversion de arginina

a NO, con la formacion estequiométrica de citrulina, en rodajas de cerebelo, se
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demostré que la actividad de la NOS aumenta 300% en respuesta a la activacién de
receptores de tipo NMDA (Bredt y Snyder, 1989). En esas condiciones la relacion
concentracion-respuesta fue la misma para la activacion de la NOS que para la
estimulacion de la sintesis de GMPc. Ademas, el aumento de los niveles de GMPc¢
estimulado por los agonistas NMDA fue prevenido por la N°-monometilarginina (L-
NMMA), un inhibidor de la NOS, con una relacién concentracion-respuesta idéntica a

la necesaria para inhibir la NOS (Bredt y Snyder, 1989; Garthwaite y col., 1989a).

1.4.2 LA ENZIMA DE SINTESIS DEL OXIDO NIiTRICO.

La enzima responsable de la sintesi del oxido nitrico, que usa como substrato la L-
arginina, es conocida como NO sintetasa, 0 mas formalmente L-arginina, NADPH:
oxido-reductasa, formadora de NO, EC 1.14.13.39 (Knowles, 1994; Knowles y
Moncada, 1994). Las primeras descripciones de la enzima NO sintetasa fueron
realizadas en 1989 (Knowles y col., 1989; Palmer y Moncada, 1989; Mayer y col.,
1989; Mulsch y col., 1989; Palacios y col., 1989; Tayeh y Marletta, 1989), la enzima
fue purificada por primera vez en 1990 (Bredt y Snyder, 1990) y clonada en 1991
(Bredt, y col., 1991a). Este rapido estudio de la NOS permitid purificar y clonar tres
isoformas de la enzima (Tabla 1.VII; Knowles y Moncada, 1994), que se encuentran
en todos los tejidos de los mamiferos, aunque en niveles muy diferentes (Moncada y

Higgs, 1993; Nathan, 1992).

1.4.2.1 La Reaccion de la NO Sintetasa.

Las primeras descripciones de la NO sintetasa mostraron que la sintesis de NO
requiere L-arginina y NADPH y que los productos son el NO y la citrulina (Knowles y
col., 1989; Palmer y Moncada, 1989; Mayer y col., 1989; Mulsch y col., 1989;
Palacios y col., 1989; Tayeh y Marletta, 1989), como puede verse en la Figura 1.6.
Ademas, la reaccidn requiere oxigeno (Leone y col., 1991) y cuatro cofactores: hemo

fotoporfirina [X, FAD, FMN vy tetrahidrobiopterina (Knowles, 1994; Knowles y
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Moncada, 1994). La sintesis de NO y citrulina a partir de oxigeno y L-arginina es una
reaccion en dos pasos extremadamente compleja, que tiene como producto intermedio
a la hidroxiarginina, en la cual tiene lugar una oxidacion de cinco electrones del
nitrogeno del grupo guanidino de la arginina y el oxigeno es incorporado en los dos
productos (Fig. 1.6; Knowles y Moncada, 1994; Stuehr y Griffith, 1992).

“00C
H®
‘! o H
"'H N A/\/N 2
3
NH,
NADPH + H*
0=0
BH

Figura 1.6. Reaccidn catalizada por la enzima de sintesis del dxido nitrico. La NOS utiliza como sustrato a la
L-arginina y en presencia de NADPH, oxigeno y tretrahidrobiopterina produce en cantidades estequiométricas
o0xido nitrico y citrulina, en una reaccién en dos pasos que tiene como producto intermedio a la

hidroxdarginina. Adaptado de Knowles y Moncada, 1994
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La NO sintetasa cataliza una importante cantidad de reacciones (Tabla 1.VIII) algunas
de las cuales han sido utilizadas para determinar su presencia en homogenatos asi

como en cortes histologicos y células en cultivo (Knowles y Moncada, 1994)

TABLA 1.VII. Funciones de las enzima de sintesis del éxido nitrico

nNOS eNOS iINOS

Sistema Nervioso Sistema Cardiovascular Inmunidad Inespecifica
Neurotransmision/ Relajacion del muasculo liso Resistencia a:
neuromodulacion en el SNC: vascular:
¢ Respuestas al glutamato Regulacion de la conductancia tisular Bacterias
¢ Plasticidad sinaptica? Regulacién del flujo sanguineo Hongos
e nocicepcion Regulacién de la presién sanguinea  Protozoarios

Tumores?
Actividad Patologica: Inhibicion de la agregaciony  Actividad Patologica:

reactividad plaquetaria.

¢ Daflo cerebral isquémico o Estados traumaticos causados
o Epilepsia por:

»= Endotoxinas

=  Sepsis

¢ Citoquinas
Transmision Nerviosa Vasodilatacion refractaria Enfermedades Inflamatorias y
Periférica (no colinérgicani  durante la sepsis Autoinmunes:
adrenérgica):
¢ Tracto gastrointestinal o Inflamacion aguda
e Ereccién peniana ¢ Rechazo de transplantes
o Esfinter de la vejiga e Arntis?
o Flujo sanguineo o Esclerosis multiple

e Asma

? indica que existe controversia o incertidumbre. (Moncada y Higgs, 1993; Nathan, 1992)

1.4.2.2 La NQO Sintetasa Neuronal.

La primera de las isoenzimas purificada (Bredt y Snyder, 1990) y clonada (Bredt y
col., 1991a) fue la NO sintetasa neuronal (nNOS). Esta enzima es activada por Ca*'-
calmodulina (Bredt y Snyder, 1990; Knowles y col., 1989; Mayer y col., 1989) y el
cerebro muestra la mas alta actividad constitutiva cuando es comiparada con la

actividad de otros tejidos de la rata (Knowles y Moncada, 1994). La deteccién de la
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nNOS usando anticuerpos e hibridacion in situ muestran que la enzima esta distribuida
por todo el encéfalo de la rata, con concentraciones particularmente altas en el
cerebelo (Bredt y col, 1991a; 1990; Bredt y Snyder, 1992). En humanos la
distnibucion es similar a la de la rata pero, sorprendentemente, también esta presente en
el misculo esquelético (Knowles y Moncada, 1994). Estudios histdlogicos han
demostrado que la nNOS colocaliza con la actividad NADPH-diaforasa en el sistema

nervioso (Bredt y col., 1991b; Dawson y col., 1991a).

TABLA 1.VIII. REACCIONES CATALIZADAS POR LA NO SINTETASA

Actividad Reaccién Referencias

Arginina N®-hidroxilasa + NADPH+H" + HidroxiArg + NADP” + HyO Kaowlesy col, 1989; Palmer
Arg 0. > : y Moncada, 1989; Mayer y

col., 1989; Mulsch y col.,
1989; Palacios y ool., 1989;
Tayeh y Marletta, 1989;
Kwon y col., 1990; Stuchr y
col., 1991; Leone y col,
1991; Mayery col, 1991.

N®-hidroarginina mono-oxigenasa  HidroxiArg + 4NADPH+H") + O3 - Cit+ NO+ H,0 Knowlesy col,, 1989; Palmer
y Moncada, 1989; Mayer y

col., 1989; Mulsch y col,
1989; Palacios y col, 1989;
Tayeh y Marletta, 1989;
Kwon y ocol, 1990; Stuehr y
ool., 1991; Leone y col,
1991; Mayer y col, 1991.

NDAPH diaforasa NBT + NADPH+H" — NBTetuad + NADP* Hc;pe y ool., 1991; Dawson y
ool., 1991
NADPH oxidasa NADPH+H" + O; - H,O; + NADP* Mayer y col., 1991
“NADPH + O; = O, + %(NADP' + H")
Dihidrobiopteridina reductasa BH; + NADPH+H" — BH, + NADP" Mayer y col., 1991

Arg, Arginina; BH;, Dihidrobiopteridina; BH, Tetrahidrobiopterina; Cit, Citrulina, NADP, nicotinamina dinucleotido
fosfato; NBT, Azul de Nitrotetrazolio. Adaptado de Knowles y Mocada, 1994,

El 6xido nitrico satisface muchos de los criterios para ser considerado un mensajero
neuronal en el sistema nervioso central y periférico (Moncada y col, 1991). La
estimulaciéon de células del cerebelo de rata con NMDA estimula la elevacion de los
niveles de GMPc, asociada con la liberacion de un producto simular al EDRF
(Garthwaite y col., 1988). Ademas, las células que liberan la actividad EDRF en
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respuesta al NMDA no muestran aumentos en los niveles de GMPc. El aumento de
GMPc en respuesta a la estimulacion con NMDA (Garthwaite y col., 1989a; Bredt y
Snyder, 1989) y al kainato (Garthwaite y col., 1989b) en rodajas de cerebelo fue
potenciada por la L-arginina y revertida por N“-monometil-L-arginina (NMMA, un
inhibidor de la NO sintetasa), de tal forma que la inhibicién fue revertida por L-
arginina, indicando que la respuesta es mediada por el 6xido nitrico. La administracion
intracerebelosa de L-NMMA en ratones inhibe el incremento en GMPc¢ inducido por
NMDA, quiscualato y kainato (Wood y col., 1990), mostrando que in vivo el aumento
de los niveles de GMPc estimulado por esos compuestos es mediado por la formacion
de NO a partir de L-arginina. Por otra parte, los niveles de Ca** necesarios para la
actividad de la NO sintetasa inhiben a la guanilato ciclasa soluble cerebral (Olson y
col., 1976; Knowles y col., 1989). Este mecanismo pude representar una forma de
control para impedir la activacion de la ciclasa en aquellas células estimuladas para
producir NO, y que la enzima solo este activa en las células efectoras (Knowles y col.,

1989).

La sintesis del 6xido nitrico por las neuronas esta estrictamente regulada y es iniciada
por ¢l aumento de la concentracion intracelular de calcio libre citoplasmatico, por
ejemplo por medio de la activacion del receptor a los aminoacidos excitatorios de tipo
NMDA (Garthwaite y col., 1988; Garthwaite, 1991; Vallebouna y Raiteri, 1994), el
cual esta relacionado con los fendmenos de plasticidad sinaptica (Schulman y
Madison, 1994). El receptor NMDA se abre solo cuando una neurona esta
parcialmente despolarizada, como ocurre cuando una neurona ha sido estimulada
repeidamente. La estimulacion repetida de un grupo de neuronas por 1 segundo es
suficiente para producir un incremento en las concentraciones de Oxido nitrico
(Shibuki y Okada, 1991). El é6xido nitrico tiene un papel esencial en el control de la
plasticidad sinaptica en el cerebelo (Shibbuki y Okada, 1991) y el la induccion de la
potenciacion sinaptica de larga duracion en el hipocampo, el modelo equivalente del
aprendizaje mas ampliamente estudiado (Béhme y col., 1991; East y Garthwaite, 1991;
Shulman y Madison, 1991; 1994; Nowak, 1992).



1.4.3 EL OXIDO NiTRICO EN LA NEURODEGENERACION.

En condiciones de excesiva estimulacion glutamatérgica, 1a produccion de NO puede
conducir a la muerte neuronal (Dawson y col., 1994; 1992). Cultivos primarios de
neuronas de corteza cerebral, hipocampo y estriado de embriones de rata pueden ser
protegidos de la toxicidad del glutamato (excitotoxicidad) por el tratamiento con
inhibidores de la NOS (Dawson y col., 1991b; 1993; 1994). En estos trabajos se
muestra que la inhibicién de la actividad de la NOS es efectiva en prevenir la muerte
neuronal inducida por NMDA pero no la neurotoxicidad del quiscualato y el kainato.
Asi mismo, la neurotoxicidad producida por la elevacion de los niveles intracelulares
de calcio, por la exposicion de las células al ionéforo de calcio A23187, puede ser
prevenida por los inhibidores de la NOS (Dawson y col., 1993). De igual forma,
compuestos que liberan NO, tales como el nitroprusiato de sodio (SNP), SIN-1y S-
nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP), son neurotoxicos (Dawson y col., 1993; Lustig
y col.,, 1992). Por otra parte, la hemoglobina reducida, que forma complejos con el
NO, tiene un efecto protector frente a la toxicidad del NMDA, el A23187 y de agentes
que liberan NO en rodajas de hipocampo (Izumu y col., 1992; Wallis y col., 1992) y de
estriado (Kollegger y col., 1993), asi como en una variedad de sistemas celulares en
cultivo (Cazavieille y col., 1993; Dawson y col., 1991b; 1993; 1994; Reif, 1993;
Corasaniti y col., 1992; Lustig y col., 1992; Tamura y col., 1992). Ademas, la
administracion de bajas dosis de inhibidores de la NOS reduce el volumen del infarto
en modelos animales de trauma e isquemia focal (Buisson y col., 1992; Nagafuji y
col., 1992; Nishikawa y col., 1993; Nowicki y col., 1991; Trifiletti, 1993) y previene
la muerte de las motoneuronas inducida por la ablacién del nervio de la raiz ventral en

ratas (Wuy Li, 1993).

A pesar de la fuerte evidencia detallada acerca de la participacion del éxido nitritco en

la excitotoxicidad, otros autores no encuentran neuroproteccion por la inhibicion de la
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NOS (Demerle-Pallardy y col., 1991; Pauwels y Leysen, 1992; Regan y col., 1993) y
aun encuentran que el pretratamiento no compuestos dadores de “NO tiene un efecto

protector sobre la neurotoxicidad del NMDA (Lie y col., 1992).

1.4.4 TOXICIDAD DEL OXIDO NIiTRICO

La toxicidad de 6xido nitrico per se, a las bajas concentraciones producidas in vivo, ha
sido sobrestimada debido a la extrapolacion de su reactividad a altas concentraciones
(Beckman, 1994; Beckman y col., 1994a). El NO en presencia de oxigeno produce el
gas naranja diéxido de nitrégeno de acuerdo a la siguiente reaccion:
2°NO + 0, > 2°NO;,

El diéxido de nitrogeno es un oxidante muy poderoso que a concentraciones por
encima de 300 ppm pude conducir a una muerte lenta por edema pulmonar. Sin
embargo, la reaccion depende de la colision de dos moléculas de NO con una de
oxigeno, de forma tal que la velocidad de formacion del didxido de nitrégeno aumenta
con el cuadrado de la concentraciéon de NO a una concentracion fija de oxigeno. En
solucién la concentracion del 6xido nitrico esta limitada por su insolubilidad relativa.
La maxima solubilidad es de 2 mM a temperatura ambiente y sélo 1,6 mM a 37°C
(Gilbert, 1994). En estas condiciones, la velocidad de 1a reaccion a 37° es de 3,5 x 10°
M2 5. Por lo tanto, suponiendo una presion de oxigeno constante de 10 Torr y una
concentracion de NO de 100 uM, el tiempo en que la concentracion del NO cae a 1
MM es de 5 horas (Gilbert, 1994). Si consideramos que la concentracion de 6xido
nitrico en condiciones de daiio cerebral por isqueinia-reperfusion en la rata esta en el
rango de 2-4 yM (Malinski y col., 1993), entonces la forinacién de diéxido de
nitrégeno seria minima ya que su velocidad de formacion seria al menos 10 millones
de veces menor, y por lo tanto, la formacion de "NO; no explicaria los efectos toxicos
del *NO. A las bajas concentraciones en que el *NO es producido in vivo, puede ser
administrado por semanas en fase gaseosa para tratar la hipertension pulmonar. Las
interpretaciones realizadas, a partir de estudios que utilizan concentraciones de 100-

1000 uM de *NO, de la toxicidad directa de 6xido nitrico son incorrectas debido a que
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en esas condiciones hay una rapida formacién de diéxido de nitrégeno (Beckman y

col., 1994a).

145 REACTIVIDAD DEL OXIDO NITRICO EN CONDICIONES
FISIOLOGICAS

En soluciones fisiologicas el oxido nitrico presenta cinco reacciones principales. La
primera de ellas es la union del 6xido nitrico al hierro ferroso del grupo hemo (Sharma
y col., 1987; Radi, 1995) de la guanilato ciclasa y otras proteinas, el cual es importante
para la activacion de vias de transduccion de seiiales:

Hemo-Fe?" + °NO — Hemo-Fe?*-NO

La segunda reaccion y seguramente la mas importante ruta de degradacion del *NO in
vivo es la reaccion rapida e irreversible con la oxi-hemoglobina (Hb) o la oxi-
mioglobina para producir nitrato (Wade y Castro, 1995; Doyle y Hoekstra, 1981;
Goretski y Hollocher, 1988; Radi, 1995):

Hb-Fe*"-0, + NO® - Hb-Fe*’OONO — Hb-Fe’" + NO;’

Los glébulos rojos tienen un contenido de S0 mM de oxi-hemoglobina que les permite
metabolizar el 6xido nitrico que difunde dentro de la corriente vascular. El *NO puede
difundir, desde su lugar de sintesis, mas de 100 um, que es la distancia media a un
capilar, en alrededor de un segundo. La met-hemoglobina que resulta de la reaccion
con el 6xido nitrico sera reducida por mecanismos dependientes del NADPH en los

globulos rojos.

La tercer reaccion es la union directa del NO a hemoproteinas con el hierro en estado
fémmico, como por ejemplo la mer-hemoglobina, que resulta en la forinacion de un
complejo que puede ser hidrolizado a deoxihemoglobina y nitrito o derivar en la
transferencia del grupo nitrosilo a grupos nucleofilicos, como por ejemplo los grupos

tiol (Wade y Castro, 1990; Radi, 1995):
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Hb** + *NO — [Hb**...NO] > Hb*-NO - Hb** + NO; + 2 H"
Hb* + °NO — [Hb*"..NO] - Hb**-NO + RS" - Hb>" + RSNO
De hecho, los grupos nitrosotiol se forman in vivo y tienen efectos biologicos

importantes (Stamler y col., 1992a,b,c; Kearney y col., 1993).

La cuarta reaccién es la combinacion reversible del oxido nitrico con el oxigeno
molecular para formar el radical nitrosildioxilo, el cual es estabilizado por la
formacion de uniones puente de hidrogeno con el agua (Beckman y Koppenol, 1992):
H,0
*NO + °0-0* - ONOO*-(H,0),

El oxigeno es requerido para la sintesis del "NO y por lo tanto debe estar presente en
los tejidos a concentraciones mucho mayores que el NO. La formacion del radical
mtrosildioxilo puede ser responsable de la vida media sorprendentemente corta del

6xido nitrico en los sistemas biologicos.

La quinta y ultima reaccion es la reaccion del 6xido nitrico con el radical superoxido
para formar el peroxinitrito (Huie y Padmaja, 1993):
*NO + O, - ONOO

A pH fisiolégico, el peroxinitrito se protona rapidamente dando el acido peroxinitroso,
el cual decae rapidamente para producir especies con la reactividad del radical
hidroxilo y del diéxido de nitrégeno (Beckman y col., 1990):

(PK. = 6,8) (b, < 1 seg.)

ONOO + H" & ONOOH — NO, + *OH

Sin embargo, las reacciones directas de oxidacion por el peroxinitrito parecen ser mas
toxicas que la produccion de especies con reactividad similar a la del radical hidroxilo

producida por este agente oxidante (Beckman y col., 1994a; Beckman, 1994).
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1.4.6 EFECTOS NEUROPROTECTORES Y NEUROTOXICOS DEL OXIDO
NiTRICO.

Como ya ha sido discutido el 6xido nitrico parece tener respuestas opuestas en cuanto
a sus efectos en los procesos neurodegenerativos. En base a la reactividad de este
agente en condiciones fisiologicas, recientemente se ha propuesto un mecanismo
basado en reacciones de 6xido-reduccion que permite explicar las respuestas opuestas
del NO en los procesos neurodegenerativos (Lipton y col., 1993; Lipton y Stamler,
1994; Lipton y col., 1994).

1.4.6.1 Fundamentos de la Hipdtesis.

La estimulacion excesiva del receptor de glutamato de tipo NMDA ha sido asociada
con una gran variedad de desordenes neurolégicos y enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo el dafio cerebral ligado a la hipoxia-isquemia, el
trauma, la epilepsia, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la
esclerosis lateral amiotréfica, la demencia de Alzheimer y la demencia producida por
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Lipton y Rosenberg, 1994). El receptor
de tipo NMDA ha sido clonado y se definieron varios sitios de importancia funcional
(Seeburg, 1993) que incluyen los sitios de umoén del glutamato (o el NMDA) y la
glicina, y un sitio redox modulatorio definido por la presencia de grupos tiol criticos
(Aizenman y col., 1989; 1990). Este ultimo controla la frecuencia de apertura del canal
16nico acoplado al receptor: cuando esta oxidado la actividad del canal disminuye y
cuando es reducido quimicamente, el canal se abre con mayor frecuencia (Aizenman y

col., 1989; 1990; Lipton y col., 1994; Lipton y Stamler, 1994).
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1.4.6.2 Efectos Neurotoxicos del Oxido Nitrico.

La exposicion de cultivos de neuronas corticales a S-nitrosocisteina y otros
compuestos generadores de “‘NO conduce a la muerte de la totalidad de las células.
Este efecto se revierte totalemten por la incubacién simultinea con superdxido
dismutasa, la cual no afecta la produccién de 6xido nitrico (Lipton y col.,, 1993). La
explicacion mas probable para estas observaciones es que el "NO producido reacciona
con el radical superoxido para formar peroxinitrito. En presencia de SOD, la cantidad
de radical super6xido disminuye y por lo tanto se limita la formacién del peroxinitrito
y en consecuencia la muerte neuronal (Lipton y col., 1993; 1994; Lipton y Stamler,
1994). El peroxinitrito es toxico para los cultivos de neuronas corticales y su toxicidad

no es afectada por la presencia de SOD (Lipton y col., 1993).

1.4.6.3 Efectos Neuroprotectores de los Compuestos Dadores de Oxido Nitrico

El mitroprusiato de sodio protege de la muerte neuronal estimulada por NMDA, sin
tener efecto per se (Lipton y col., 1993; 1994; Lipton y Stamler, 1994). El
nitroprusiato de sodio tiene el grupo “NO coordinado con el hierro, con un alto
caracter nitronio (NO"). El nitroprusiato no libera el 6xido nitrico espontaneamente,
pero puede reaccionar con el anion tiolato del sitio redox del receptor NMDA para
formar un complejo, en el cual se forma un enlace entre el azufre y el nitrégeno. Esta
reaccion puede ser asimilada a una S-nitrosilacion (Lipton y col., 1994; Lipton y
Stamler, 1994). La inactivacion del receptor NMDA puede ocurrir directamente (por la
formacidn del complejo con el nitroprusiato) o por la posterior formacion de un puente

disulfuro (Fig.1.7 A).
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Figura 1.7. Representacién Esquematica de los Mecanismos Neuroprotectores y Neurotoxicos del Oxido
Nitrico. A) Mecanismo de la proteccion del nitroprusiato. B) Mecanismo de neuroproteccion de otros
compuestos dadores de 6xido nitrico del tipo de los nitrosotioles. C) Mecanismo de la neurotoxicidad del
nitroorusiato. Adaotado de Lioton v col.. 1994

Efectos protectores también fueron observados para la S-nitrosocisteina, en presencia
de SOD para evitar que el "NO producido por la rotura homolitica del compuesto
pueda producir peroxinitrito. Ademas, en estas condiciones, se determind que la S-
nitrosocisteina inhibe al aumento de calcio libre citoplasmatico estimulado por el
NMDA (Lipton y col, 1993; Lei y col., 1992; Lipton y Stamler, 1994). La proteccion
ejercida por este compuesto dador de “NO puede ses explicada por el caracter de
nitrosonio que tiene el grupo NO unido al azufre, que facilita la transferencia de un
NO" equivalente al grupo tiol en el sitio de regulacion redox del receptor NMDA. Esta
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reaccion resulta en la formacion de un nitrosotiol derivado del receptor que disminuiria
su actividad, posiblemente potenciado la formacion de un enlace disulfuro (Fig. 1.7 B;
Lipton y col., 1993; 1994; Lipton y Stamler, 1994). El 6xido nitrico no es responsable
de la inhibicion de la actividad del receptor NMDA ya que no se encontré correlacion
entre la produccion de *NO, por los compuestos dadores de 6xido nitrico, y las
respuestas del receptor NMDA. Por otra parte, el ascorbato que aumenta la velocidad
de liberacion de NO por la S-nitrosocisteina, disminuye marcadamente el efecto
inhibitorio que este Gltimo compuesto ejerce sobre las corrientes evocadas por NMDA
(Lipton y col., 1993), probablemente previniendo la nitrosilaciéon del grupo tiol del
sitio activo por eliminacién de equivalentes NO™ (Lipton y col., 1994; Lipton y

Stamler, 1994).

1.4.6.4 Interconversion de los Estados Redox del Oxido Nitrico.

Una evidencia final que las condiciones redox pueden determinar los efectos
neurotoxicos o neuroprotectores de un determinado compuesto, la incubaciéon de
nitroprusiato con un exceso de grupos tiol (provistos por la cisteina o la N-acetil-
cisteina) convierten a este compuesto en una neurotoxina. Los grupos tiol promueven
la liberacion de o6xido nitrico por el nitroprusiato y conducen a la neurotoxicidad a
través de la formacion de peroxinitrito (Fig. 1.7 C), la cual puede ser prevenida por la
SOD (Lipton y col., 1993). Basandose en esto resultados, se sugiridé que los
compuestos dadores de éxido nitrico no producen °NO rapidamente, sino que

reaccionan con los grupos tiol del receptor NMDA para evitar la neurotoxicidad.

En resumen, la reaccion del 6xido nitrico con el radical superéxido puede conducir a la
muerte neuronal a través de la formacion de peroxinitrito, y no es un efecto directo del
*NO. Por otra parte, las reacciones de los equivalentes NO" con los grupos tiol del sitio
redox del receptor NMDA puede conducir a la neuroproteccion por inhibicién de la
entrada de calcio. Por lo tanto, la funcion de la célula puede ser controlada por, o a

través de, la S-nitrosilacion de proteinas, y abre la posibilidad que el grupo NO pueda
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iniciar cascadas de transduccion de seiiales en la membrana celular. Finalmente, el
medio redox local de los sistemas biologicos parece ser de importancia critica en la
comprension de las actividades bioldgicas del 6xido nitrico (Lipton y col., 1994,

Lipton y Stamler, 1994).

En este contexto, se ha visto que el 6xido nitrico puede ejercer efectos protectores o
destructivos sobre las membranas celulares induciendo o inhibiendo 1Ia
lipoperoxidacion (Rubbo y col., 1994). Los efectos protectores del oxido nitrico se
deben a que es un potente terminador de las reacciones en cadenas de la
lipoperoxidacién. El "NO per se no produce lipoperoxidacion, pero puede tener efectos
pro-oxidantes por su reaccion con el radical superoxido y la consecuente produccion
de peroxinitrito. Por lo tanto, el efecto antioxidante o pro-oxidante del 6xido nitrico
son altamente dependientes de las concentraciones relativas de los diferentes radicales

libres y oxidantes involucrados (Rubbo y col., 1994).

1.5 EL PEROXINITRITO

La formacién de radicales libres, incluido el 6xido nitrico, ha sido implicada como una
via final comin para la neurodegeneracion en una variedad de enfermedades
neurolégicas crénicas y agudas (Lipton y Roseinberg, 1994; Beckman, 1994; Beckinan
y col.,, 1993; Manes y col., 1993; Fahn y Cohen, 1992), asi como también mediando la
muerte celular en modelos experimentales de muerte celular (Albina y col., 1993; Behl
y col,, 1994; Dawson y col., 1991b; 1993; Hennet y col., 1993; Hockenbery col.,
1993; Izumi y col., 1992; Jackson y col., 1990; Kato y col., 1992; Kollegger y col.,
1993). Sin embargo, los compuestos habitualmente postulados comno mediadores del
dafio oxidativo no explican, por lo inenos en términos biologicos, la toxicidad
verificada para las especies reactivas del oxigeno, ya sea por ser extremadamente

reactivos, por su baja reactividad o por sus concentraciones in vivo. Un problema
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similar se presenta con el Oxido nitrico, como ya fue discutido previamente.
Finalmente, la via comin cada vez mas aceptada para explicar la neurotoxicidad de las
especies reactivas del oxigeno y del ¢xido nitrico es la reaccion de este iltimo con el

radical superoxido para formar el poderoso oxidante peroxinitrito.

La formacion de peroxinitrito en sistemas biologicos ha sido demostrada en
macro6fagos de rata (Ischiropoulos y col., 1992), neutréfilos humanos (Carreras y col.,
1994) y células endoteliales en cultivo (Kooy y Royall, 1994). Ademas, residuos de
nitrotirosina - un marcador de la presencia del peroxinitrito (como se vera mas
adelante) - fueron encontrados en arterias ateroescleroticas (Beckman y col., 1994b) y

en daiios agudos a los pulmones en humanos (J.S Beckman, comunicacién personal).

1.5.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL PEROXINITRITO

El peroxinitrito es un oxidante sorprendentemente complejo para una molécula de
cuatro atomos. De hecho, el peroxinitrito es el mas poderoso y toéxico oxidante
conocido que se puede generar in vivo, debido a su vida media relativamente
prolongada (Beckman y col, 1990; Wang y col., 1991; Ischiropoulos y col., 1992a,b).
Tiene el menor pK, conocido para cualquier perdxido, aproximadamente 6,8. También
posee el enlace peroxido mas débil (de alrededor de 20 kcal/mol) que puede ser roto
por la energia térmica disponible a temperatura ambiente (Edwards y Plumb, 1994).
Sin embargo, el peroxinitrito es muy estable en soluciones alcalinas donde puede ser

almacenado por meses a bajas temperaturas (Beckman y Tsai, 1994).

1.5.2 LA COMPLEJA REACTIVIDAD DEL PEROXINITRITO

El factor que mas contribuye a la toxicidad del peroxinitrito es su inusual estabilidad
como anion. Como ya fue mencionado, el peroxinitrito puede ser almacenado por
semanas en NaOH 0,1M a -20°C. Aun a pH fisiologico, la estabilidad del peroxinitrito

le permite difundir considerables distancias a escala celular y cruzar las
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biomembranas. Sin embargo, a pH fisioldgico se torna altamente reactivo por tres vias
oxidativas diferentes (Fig. 1.8): i) su protonacion (formacion del acido peroxinitroso) e
inmediata descomposicion para formar un intermediario con la reactividad del radical
hidroxilo y del diéxido de nitrégeno (Koppenol y col., 1992; Crow y col., 19949);
i1) la reaccion directa con los grupos sulfhidrilo (Radi y col., 1991a); y iii) la reaccion
con metales de transicion para formar un potente agente nitrante con la reactividad del

ion nitrosolio (Beckman y col., 1992; Ischiropoulus y col., 1992b; Radi, 1995).

R- Sox
R-SH

ONOO-—Hp "HO' - NO,"

SOD
metales de NOz‘ +OH
transicion

Figura 1.8 Vias oxidativas del peroxinitrito. Ademas de las vias que se representan, el peroxinitrito puede
presentar un rearreglo molecular para formar nitrato a pH levemente alcalino (pH~8). Las diferentes vias
oxidativas son posibles porque el enlace O-O del peroxinitrito puede reacionar de forma diferencial si se
rompe homoliticamente para dar HO® y "NO, o heteroliticamente para dar HO' y NO,". La rotura homolitica
del peroxinitrito a pH neutro requiere aproximadamnte 18 kcal/mol (Koppenol y col., 1992), La separacion
completa del peroxinitrito en radical hidroxilo y el ién nitronio requiere sélo 13 kcal/mol. Aunque el costo
energético para formar el ion nitrosolio es menor, hay barrera energética de 45 kcal/mol para formar el par
inicial HO*--**'NO, en agua. Por lo tanto, una barrera cinetica favorece la descomposicion por la via de la
formacion del radical hidroxilo, 2 menos que haya metales de transicién presentes. Los quelatos de metales de
transicion tales como el Fe*'EDTA disminuyen la barrera energética de activacion a 12 kcal/mol catalizando
la via de la produccion del ién nitronio (Koppenol y col., 1992). De esta forma, las reaciones catalizadas por
metales pueden ser de importancia en la toxicidad del peroxinitrito
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1.5.2.1 Formacion de Especies con la Reactividad del Ion Nitronio Catalizadas por
Metales.

A pesar que el radical hidroxilo se como el mas toxico de los radicales libres del
oxigeno, otras reacciones directas son mas importantes para la comprension de la
citotoxicidad del peroxinitrito. Otra via oxidativa involucra la rotura heterolitica del
peroxinitrito para formar especies con la reactividad del ion nitronio (NO;"), las cuales

son catalizadas por metales de transicion (Beckman y col., 1992).

Los metales de transicién como el Fe>’EDTA aparentemente catalizan la formacién de
especies con la reactividad del nitronio a partir del peroxinitrito por las siguientes
reacciones:
ONOO" + Fe’EDTA — NO,”-0*-Fe*'EDTA
fenol + NO,”-O%-Fe*"EDTA —» fenol-NO, + H* + O"-Fe* EDTA
2 H + O-Fe’’EDTA —» H,0 + Fe"EDTA

El simbolo & es usado para describir una separacion parcial de cargas. En el primer
paso, el peroxinitrito anién es atraido electroestaticamente por el Fe’’EDTA para
formar un complejo intermediario. La densidad electronica en el complejo es atraida
por el hierro fuera del nitrogeno, favoreciendo el corte heterolitico, para dar una
especie con la reactividad del nitronio, que ataca los femoles. El complejo del
peroxinitrito con el quelato de hierro puede reaccionar directamente con el fenol sin
que el ion nitronio este fisicamente separado del complejo. El O-Fe’’EDTA
reaccionara rapidamente con dos protones del solvente para liberar agua y regenerar el

quelato de hierro (Beckman y col., 1992).

Esta reaccién provee una explicacion alternativa para el papel de los metales de
transicion en el dafio oxidativo de los tejidos. La velocidad de reacciéon del
peroxinitrito con el Fe’’EDTA es de 5700 M's”, esta en el mismo rango que la
velocidad de reaccion del peroxido de hidrégeno con este quelato (Beckman y col.,

1992), pero la reaccion del peroxinitrito no requiere que el hierro sea reducido para ser

toxico.

56



1.5.2.2 Reaccion del Peroxinitrito con la Superdxido Dismutasa.

El peroxinitrito reacciona con el sitio activo de la superéxido dismutasa para formar
especies con la reactividad del ion nitronio (Fig. 1.9) de forma analoga a la descripta
para los quelatos de hierro. Sin embargo, el cobre en el sitio activo de la SOD es
necesario para la formacion del aducto. Para explicar el papel esencial del cobre en el
sitio activo y la posterior formacion de la 3-nitrotirosina localizada a 18-21 A del sitio
activo, se propuso que el peroxinitrito es atraido por las mismas fuerzas electrostaticas

que atraen al superoxido (Beckman y col., 1992; Ischiropoulus y col., 1992b).

? Superficie
o de la SOD

Figura 1.9. Reaccién del peroxinitrito con la superéxido dismutasa. La ubicacién de los amino dcidos
cargados positivamente alrededor del sitio activo facilita la atraccion del peroxinitrito cargado
negativamente.

El peroxinitrito parece unirse al cobre en el sitio activo para formar un aducto
transitorio:

SOD-Cu*""00-N=0 — SOD-Cul"O0-0=N"=0
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El peroxinitrito unido a la superéxido dismutasa puede entonces atacar a un fenol por
medio de un intermediario con la reactividad del nitronio para formar un nitrofenol:
SOD-Cul*0™-0=N"=0 + fenol - SOD-Cu*" + fenol-NO, + HO"

En ausencia de fenoles exdgenos, el peroxinitrito unido a la SOD puede lentamente
nitrar la tirosina 108 de una segunda molécula de superdxido dismutasa (Ischiropoulus
y col., 1992b; Smith y col., 1992). La CwZn superdxido dismutasa no es inactivada
por su reaccion con el peroxinitrito y continia actuando cataliticamente después de la
modificacion. Las Mn y Fe superdxido dismutasas son lentamente inactivadas por la
reaccion con el peroxinitrito, probablemente debido a la nitracion de una tirosina en su
sitio activo. La velocidad de nitracion de compuestos fenoélicos de bajo peso molecular
es de las mas rapidas descriptas para el peroxinitrito con un valor de 10° M s’

(Beckman y col., 1992).

1.5.2.3 Oxidacion de Grupos Sulfhidrilo

El peroxinitrito oxida directamente grupos sulfhidrilos de compuestos de bajo peso
molecular y de proteinas (Radi y col., 1991a). La velocidad de descomposicion del
peroxinitrito se incrementa en forma directamente proporcional al aumento de la
concentracion de grupos sulfhidrilo, indicando que el oxidante ataca directamente
estos grupos (Fig. 1.8). Compuestos con grupos sulfhidrilo como el glutatién o la
cisteina son atrapadores de peroxinitrito a concentraciones moderadamente altas, con
velocidades de reaccion de 2-6 x 10° M''s™ (Radi y col., 1991a). Estas velocidades de
reaccion son tres ordenes de magnitud mayores que las correspondientes a la reaccién

del peroxido de hidrégeno con los grupos sulfhidrilo a pH 7,4. (Radi y col., 1991a).

1.5.2.4 Iniciacion de la Lipoperoxidacion por Peroxinitrito.
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El peroxinitrito es capaz de iniciar directamente reacciones de lipoperoxidacion
después de su protonacién y la formacién de especies con la reactividad del radical

hidroxilo (Radi y col, 1991b). Los mecanismos serian similares a los descriptos

anteriormente en detalle.

1.5.3 TOXICIDAD DEL PEROXINITRITO

Diferentes tipos celulares del sistema inmune, incluido macréfagos, células de Kupffer
y neutréfilos, producen y liberan radical superdxido y 6xido nitrico como parte de su
actividad bactericida (Nathan y Hibbs, 1991; O’Donnell y Liew, 1994; Colton y col,,
1994; lschiropoulos y col., 1992; Carreras y col., 1994). Recientemente ha sido
demostrado que el peroxinitrito tiene actividad bactericida (Zhu y col., 1992) y que es
citotéxico para cultivos de Trypanozoma cruzi (Denicola y col., 1993). Ademas, ha
sido demostrado su efecto toxico (a concentraciones de 250 uM) en cultivos de

neuronas corticales (Lipton y col., 1993).

El peroxinitrito puede atacar directamente, y por mecanismos extremadamente
raripidos, una gran variedad de blancos celulares por mecamsmos extremadamente
rapidos, que incluyen grupos tiol (Radi y col., 1991a) puentes disulfuro (Moreno y
Pryor, 1992) centros hierro-sulfurados (Castro y col., 1994; Hausladen y Fridovich,
1994; Radi, 1995) y dedos de zinc (Crow y col., 1995). Asi mismo, el peroxinitrito
puede imciar la lipoperoxidacion (Radi y col., 1991b), oxidacion de la metionina
(Moreni y Pryor, 1992), oxidacion de la deoxiribosa (Beckman y col., 1990) y corte
del ADN (King y col., 1992). Ademas, puede reaccionar con metales de transicion
para formar especies con la reactividad del ion nitronio, las cuales pueden atacar el
anillo fendlico de la tirosina, lo que resulta en la formaciéon de 3-nitrotirosina
(Beckman y col., 1992; Ischiropoulus y col., 1992b; Radi, 1995). La presencia de
inmunoreactividad de nitrotirosina fue determinada en lesiones ateroescleroticas

humanas (Beckman y col., 1994b,c), en pulmones sépticos (Haddad y col., 1994) y
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como amino acido libre en el plasma de pacientes con artritis reumatoidea (Kaur y

Halliwell, 1994).

Es sabido que la nitracion de los residuos de tirosina, por tetranitrometano, modifica la
funcién de las proteinas, incluidas el citocromo P450 (Janing y col., 1987), a-trombina
(Lundblad y col., 1988), y la ATPasa mitocondrial (Guerrieri y col., 1984). Por otra
parte, la fosforilacion de los residuos de tirosina tiene un papel critico en la regulacion

celular y es un blanco importante del dafio por nitraciéon (Martin y col., 1990).

154 HIPOTESIS PARA LA  ESTIMULACION DE LA
NEURODEGENERACION EN LA ESCLEROSIS LATERAL
AMIOTROFICA.

La nitracién de residuos de tirosina inhibe la posibilidad de que sean fosforilados
(Martin y col., 1990), lo cual puede tener efectos significativos sobre los mecanismos
de transduccidon de sefiales. En este sentido se propuso que este proceso seria
particularmente importante en la patogénesis de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA).
La ELA se caracteriza por la degeneracion de las motoneuronas en el asta ventral de Ia
médula espinal. Debido a que las fibras del misculo esquletico estan inervadas por una
unica motoneurona, cada pérdida es particularmente destructiva. Las interneuronas que
rodean los nicleos motores producen 6xido nitrico, que modula la plasticidad sinaptica
(Valtschanoff y col., 1992) y pueden contribuir indirectamente a la destruccion de las
motoneuronas en la ELA, por la superdxido dismutasa (Beckinan y col., 1993; 1994a;
Beckman, 1994). Originalmente, 13 mutaciones en 9 sitios diferentes de la SOD
fueron asociadas con la forma autosémica dominante de la esclerosis lateral
amiotrofica de tipo familiar (Rosen y col., 1993). Doce mutaciones adicionales fueron
posteriormente identificadas, y un codén puede presentar hasta cuatro mutaciones
diferentes (Deng y col., 1993). Debido a que los pacientes con ELA de tipo familiar
tienen un alelo normal de la SOD, la actividad de la enzima deberia estar disminuida

en al menos un 50% (Deng y col., 1993; Bowling y col., 1993), aumentado al doble l1a
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concentracion de estado estacionario del radical superoxido, facilitando la formacion

de peroxinitrito (Beckman y col., 1993; 1994a; Beckman, 1994).

Las mutaciones identificadas en el gen de la SOD, de pacientes de ELA de tipo
familiar, no afectan directamente los aminoacidos que forman el sitio activo, pero
pueden modificar levemente el sitio activo para permitir un mayor acceso del
peroxinitrito al cobre (Beckman y col, 1993; 1994a; Beckinan, 1994). La
modificacion quimica de varios aminoacidos en el sitio activo de la SOD, le permite
reaccionar con el peroxinitrito pero reduce la reaccion con el radical superéxido
(Beckman y col., 1992). De esta forma, las mutaciones en la SOD pueden incrementar
la formacién de peroxinitrito, debido a la reduccién de la actividad enzimatica, asi
como la nitracion por el peroxinitrito de residuos de tirosina de blancos celulares

criticos (Beckinan y col., 1993; 1994a; Beckman, 1994).

La nitracién de residuos de proteinas puede daiiar lentamente a las motoneuronas, asi
como a otros tipos celulares. La fosforilacion de los residuos tirosina es el mecanismo
de transduccion de sefiales mas importante para la mayoria de los factores tréficos y es
inhibida por la nitracién (Martin y col., 1990). Un mecamsmo que puede conducir a la
ELA podria involucrar la interrupcion de los sistemas de transduccidn de sefiales para
los factores troficos. El misculo esquelético produce varios factores neurotréficos,
entre los que se destacan el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y la
neurotrofina 3 (NT-3) (Henderson y col., 1993). Estos factores neurotroficos previenen
la muerte de la motoneuronas después de su induccion por daiio (Yan y col., 1992;
Sendtner y col., 1992; Hughes y col.,, 1993), o durante el desarrollo embrionario
(Oppenheim y col.,, 1992) y mantiene la sobrevida de la motoneuronas en cultivo
(Henderson y col., 1993; Hughes y col., 1993). El BDNF y la NT-3 se unen al receptor
trkB (Klein y col., 1991; Stoppet y col., 1991; Squino y col., 1991) que tiene asociada
una actividad de tirosina quinasa (Klein y col., 1992; Stoppet y col., 1991). Como la

mayoria de los receptores troficos, el trkB necesita autofosforilarse para su activacion.
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Ademas, este receptor activa a la fosfolipasa Cy-1 por fosforilacion (Widmer y col,,

1993).

En resumen, la hipétesis plantea que la nitracion de los residuos de tirosina puede
conducir a una disfuncién de las vias de transduccion de sefiales para los factores

troficos, conduciendo, de esta forma, a 1a muerte neuronal.

Esta hipotesis predice que:

e En modelos en los cuales la privacién de factores troficos estimula la muerte por
mecanismos apoptoticos, el tratamiento con peroxinitrito deberia desencadenar los
mecanismos del suicidio celular.

e La nitracion de proteinas en tirosina deberia ser un efecto de larga duracion.

e Dado que la fosforilacion y la nitracion de residuos tirosina son mutuamente
excluyentes (Martin y col., 1990), el pretratamiento con factores troficos antes de la
exposicion al peroxinitrito deberia prevenir la muerte celular y la incubacién con
factores troficos después de la exposicion al oxidante no deberia presentar efectos.

e Después del tratamiento con peroxinitrito deberia haber una asociacién entre la

nitracién de proteinas en tirosina y Ia expresion del programa apoptético.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es determinar la relacion del peroxinitrito, el 6xido

nitrico y las especies reactivas del oxigeno con la estimulacion de la muerte celular por

mecanismos apoptoticos.

A fin de poder cumplir con el objetivo general propuesto, las investigaciones se

dividen en tres partes:

A) La primer parte esta dirigida al estudio del efecto del peroxinitrito sobre la

viabilidad celular ya la elucidacion de sus mecanismos de accion. Los objetivos

parciales que se propuestos en esta etapa son:

o Estudiar los efectos toxicos del peroxinitrito en modelos experimentales de cultivos
celulares.

e Determinar los mecanismos por los cuales el peroxinitrito estimula la muerte
celular.

o Establecer la presencia de residuos de nitrotirosina en cultivos tratados con
peroxinitrito y la correlacion entre la presencia de nitrotirosina y la muerte celular.

e Estudiar las interacciones del peroxinitrito con los factores troficos.

B) Debido a que las motoneuronas reciben estimulos troficos no sélo del musculo, sino
también de otros tipos celulares que interactian con ellas (Henderson y col., 1993;
Henderson y col., 1994), 1a privacidn de factores tréficos del musculo podria inducir la
expresion de la NOS (Wuy, 1993; Wu y col., 1994; Wu y Li, 1993) y desencadenar el
estrés oxidativo. Esto conduciria a la formacién de peroxinitrito el cual seria el
responsable de desencadenar la muerte celular. En este contexto los objetivos parciales
de la segunda fase de las investigaciones son:

e Corroborar el mecanismo apoptotico para la muerte de las motoneuronas estimulada

por privacion de factores troficos.
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¢ Estudiar el efecto de la incubacién de los cultivos con inhibidores de la enzima de
sintesis del 6xido nitrico en la sobrevida de la motoneuronas, en condiciones de
privacion de factores troficos.

e Determinar si compuestos antioxidantes revierten la muerte de las motoneuronas

estimulada por la privacion de factores troficos.

C) La 1ltima etapa de las investigaciones esta dirigida al estudio de los efectos toxicos
de los amino acidos excitatorios sobre cultivos de motoneuronas. Los objetivos
especificos de esta etapa son:

e Determinar la sensibilidad de los cultivos de motoneuronas a los estimulos
excitotoxicos, tales como la exposicion al glutamato.

e Estudiar cuales son los recptores glutamatérgicos involucrados en el proceso
mediante el uso de agonistas para los receptores ionotropicos para los amino acidos
excitatorios.

¢ Buscar evidencia acerca de la activacion del programa apoptotico de muerte celular

por los amino acidos excitatorios.

Para el cumplimiento de los objetivos planteados se eligié la linea de células PC12,
derivada de un feocromocitoma de rata (Greene y Tischler, 1976) y los cultivos
enriquecidos en motoneuronas (Schnaar y Schaffener, 1981) o de motoneuronas

purificadas (Henderson y col., 1995; Camu y col., 1993).

Los cultivos de células PC12 fueron elegidos debido a que la vitalidad de esta linea
celular es altamente dependiente de la presencia de factores troficos en el medio de
cultivo (Greene y col., 1987; Greene, 1978; Mesner y col., 1992; Rukenstein y col.,
1991; Taglialatela y col., 1991). Asi mismo, la células PC12 se diferencian a neuronas
simpaticas por exposiciones prolongadas al NGF y otros factores troficos (Greene y
col., 1987; Greene y Tischler, 1976, Greene, 1978). Por este motivo, y debido a la
variedad de factores troficos a la cual responde en forma diferente, han sido

ampliamente usadas en el estudio de los macamsmos de accion de los factores troficos
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(Greene, 1978; Heinpstead y col., 1994; Greene y Tischler, 1982; Rukenstein y col,,
1991; Miller y col., 1993; Nguyen y col., 1993; Muroya y col., 1992; Wu y Bradshaw,
1993; Paves y col., 1990). Por otra parte, esta linea celular ha sido extensivamente
usada en estudios sobre los mecanismos de la muerte celular apoptética estimulada por
diversos factores (Batistatou y Greene, 1993; Wang y Pittman, 1993; Rukenstein y
col.,, 1991; Batistatou y Greene, 1991; 1993; Mah y col., 1993; Walkinshaw y Walters,
1995; Yao y Cooper, 1995; Troy y Shelanski, 1994). Asi mismo ha sido usada como
modelo para el estudio de la participacion del estrés oxidativo en la estimulacion de la
muerte celular, asi como da la capacidad de algunos factores de estimular las defensas
antioxidantes (Jackson y col., 1990a y b; 1992; 1994; Schubert y col., 1992; Pan y
Perez-Polo, 1993; Troy y Shelanski, 1994). Finalmente, la gran cantidad de
bibliografia disponible acerca de los mecanismos de la muerte celular y los factores
troficos, junto con su versatilidad y facilidad de manipulacion, hacen de esta linea
celular un modelo adecuado para el estudio de los efectos del peroxinitrito sobre la

viabilidad celular, asi como de sus interaciones con los factores troficos.

La participacion del estrés oxidativo y de la NOS en la muerte de las motoneuronas in
vivo esta bien establecido (Sendtner y Thoenen, 1994; Wha, 1994; Wu y col., 1994;
Wu y Li, 1993). Las miotoneuronas han sido objeto de muchos estudios usando
modelos in vivo, pero su estudio detallado in vitro ha sido retardado por la complejidad
celular de la médula espinal con la consecuente dificultad en obtener de manera
reproducible cultivos de motoneuronas puros o altamente enriquecidos (Henderson y
col., 1995). En este sentido, los cultivos de motoneuronas son un modelo muy poco
estudiado en general y se dispone de muy poca informacion directa acerca la relacion
entre el *NO, el estrés oxidativo y la induccién de la muerte celular. Por otra parte,
quizas sea el tipo neuronal del cual se dispone de mayor informacién in vivo respecto
de la estimulacion de su muerte y los mecanismos que la gobiernan (Oppenheim,
1991). Asi mismo, las motoneuronas, tanto in vivo como in vitro, son extremadamente
dependientes de un entorno tréfico adecuado para su sobrevida (Arakawa y col., 1990;

Grothe y col., 1991; Magal y col., 1991; Bloch-Gallegoy col., 1991; Oppenheim y
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col., 1992; Martinuo y col., 1992; Sendtner y col, 1991; 1992; Yan y col,, 1992;
Henderson y col., 1993; 1994; Hughes y col., 1993; Zum y col., 1994) y, como ya fue
mencionado, ha sido postulada la participacion del glutamato, las especies reactivas
del 6xigeno y del 6xido nitrico en la estimulacion de la neurodegeneracion en la ELA
(Beckman y col., 1993; Lipton y Rosemberg, 1994). Estas caracteristicas hacen que los
cultivos de motoneuronas sean un modelo sumamente interesante para el estudio de los

mecanismos de la muerte celular.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES

Los medios de cultivo, los sueros, la laminina y el factor de crecimiento nervioso
(NGF) utilizados fueron de Gibco-BRL (EE.UU.). El matenal plastico de cultivo fue
de Coming o Nunc. La insulina y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) fueron
provistos por Boehringer-Mannheim (Alemania). La neurotrofina 4/5 (NT 4/5) fue
Genentec Inc. (EE.UU.). Los factores de crecimiento fibroblastico (FGF) fueron
generosamente provistos por el Dr. A. Thompson del Dpto. de Bioquimica, The
University of Alabamia at Birmingham, EE.UU. Todos los demas reactivos para el
cultivo y manipulacion de las células utilizados fueron de Sigma Chemical Co.
(EE.UU.), grado cell culture tested. El peroxinitrito fue amablemente provisto por el
Dr. R. Radi del Dpto. de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de la
Republica, Uruguay. La 3-morfolinosidnonimina (SIN-1) fue una generosa donacion
del Dr. A.G. Cassella (Hoestch, Alemania). E1 ApopTag kit para la deteccion in situ de
la fragmentacion del ADN fue de Oncor (EE.UU.). La agarosa y los marcadores de
peso molecular cada 100 pb fueron de Gibco-BRL. El fago A cortado con Hind III fue
generosamente provisto por el Dr. H. Bruzzoni del Dpto. de Bioquimica, Facultad de
Ciencias, Universidad de la Republica, Uruguay. Todos los demas reactivos para
electroforesis fueron de Sigma. Los amino acidos excitatorios fueron de Sigma,
excepto el AMPA que fue de Tocris Neuramin (Reino Unido). Todo los demas

reactivos fueron de Sigma a menos que se especifique lo contrario.
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3.2 CULTIVOS CELULARES
3.2.1 CULTIVOS DE CELULAS PC12

3.2.1.1 Cultivos de Mantenimiento

La linea de celular PC12, dertvada de un feocromocitoma de rata (Greene y Tishler,
1976), fue mantenida en medio RPMI 1640 completo (Tabla 2.I). Cultivos
subconfluentes (3 x 107 células) fueron crecidos en placas de Petri de 90 mm. de
diametro preparadas con colageno (como se indica en parrafo 1.1.5.1.2 “Preparacion
de substratos para mantenimiento de la linea PC12”) en 10 ml de medio RPMI
completo a 37°C bajo 5% de presion de CO, en aire. El medio de incubacion fue
renovado cada 2-3 dias y los cultivos repicados cada semana (1 placa a 6 placas),
desprendiendo mecanicamente las células por trituracion con una pipeta plastica de 10

ml.

TABLA 2.1. Medio RPMI Completo

Componente Concentracion
Medio RPMI 1640 10,4 g/l
bicarbonato de sodio 2,01
penicilina 50 U/ml
estreptomicina 25 pg/ml
suero fetal bovino (SFB) 5%
suero de caballo 10%

El medio de cultivo con los antibidticos y el NaHCO, fue preparado con agua bidestilada, llevado a pH 7,4 y
esterilizado por filtracién y almacenado a 4°C hasta 30 dias. Los sueros fueron agregados inmediatamente
antes de su uso y en estas condiciones se almacend a 4°C durante no mas de 7 das..
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3.2.1.2 Sembrado de las Células PC12 sobre Cubreobjetos

Se levantaron las células en el medio de cultivo condicionado por trituracion con una
pipeta de 10 ml, se trasvaso a un tubo de centrifuga estéril de 15 ml. Se centrifugé a
600 g por 5 min. El precipitado celular fue mm. en 2.5 ml de medio RPMI sin suero y
las células fueron pasadas 10 veces por una pipeta Pasteur estéril. Se tomo una alicuota
y se coloco en un tubo de 1,5 ml inmediatamente después de terminada la separacion
de las células, se diluyé 20 veces en PBS (Tabla 2.II) y se determiné el numero de
c€lulas con ayuda de un hemocitémetro (camara de Neubauer). La suspencion celular
fue diluida con RPMI completo a una concentracién final de 1-1,1 x 10° células/ml y
se sembraron 0,7 ml de la suspencion por cubreobjetos de 22 x 22 mm. preparado
como se indica en parrafo 1.1.5.1.2 “Preparacion de sustrato sobre cubreobjetos para la
linea PC12”. Se incubaron 2-4 hr. a 37°C en un incubador gaseado, y cuando las
células estaban adheridas al sustrato, se llevé a un volumen final de 2 ml con medio
RPMI completo. Los cultivos fueron mantenidos bajo las condiciones de CO

temperatura y humedad antes descriptas para los cultivos de mantenimiento.

TABLA 2.I1. Composicion de las Soluciones Salinas Tamponadas con Fosfato (PBS).

Componente PBS PBS completo PBS 50 mM
Na,HPO, 0,92 g/l 0,92 g/1 50 mM
KH,PO, 0,20 g/ 0,20 g1 -
NaCl 8,0 g1 8,0 g1 5,26 g/l
KCl 0,20 g/ 0,20 g1 0,37 g/l
MgCl; - 6 H;O - 0,16 g/l 0,16 g/l
CaCl, - 2 H,0 - 0,13 g1 0,13 g/l
glucosa - 10g 1,0 g/

Las soluciones fueron llevadas a pH 7,4 y esterilizadas por filtracién (0,22 pm).
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3.2.2 CULTIVO ENRIQUECIDO EN MOTONEURONAS

La preparacion de los cultivos enriquecidos en motoneuronas se realizé de acuerdo a

Schnaar y Schaffner (1981) con algunas modificaciones.

3.2.2.1 Diseccion de las Médulas Espinales Embrionarias.

El ttero conteniendo los embriones (E14-E15; E1 = dia del coito) fue removido de la
rata prefiada (sacrificada por dislocacion cervical) e inmediatamente colocado en
DMEM-HEPES (Tabla II) a 0-4°C. El utero fue disecado en condiciones de
esterilidad, y las membranas que rodeaban a los embriones fueron removidas. Los
embriones fueron colocados en PBS completo (Tabla 2.1II) a 4°C hasta que se finaliza
la diseccion. Luego, los embriones son transferidos a una placa de Petri de vidrio,
previamente tratada con Sigmacote, y se procedio a la remocion de la cabeza, la cola y
la mayoria de las visceras usando una pinza de microcirugia (N° 5) como tijera. Asi
mismo, se uso una pinza de microcirugia para estabilizarlos en el disco. La punta de
otra pinza se introdujo 2 mm. en el canal central de la médula por la parte anterior y,
cerrando la pinza, se tir6 del tejido dorsal hacia arriba y adelante de forma de descubrir
la médula. Se repitié la operacion hasta abrir la médula espinal dorsalmente en toda la
extension rostro-caudal del embrion. Luego se insertd la punta de la pinza cerrada
entre el borde dorsal de la médula y el tejido que la rodea en un punto
aproximadamente opuesto al esbozo de la pata delantera y se deslizo hacia el extremo
anterior y luego al caudal siguiendo la linea de menor resistencia. Se dio vuelta el
embrion y se repitié la misma operacioén en el otro lado hasta que la médula quedd
bien separada, a pesar que algunas meninges y ganglios dorsales quedaban unidos.
Después de liberar la cara ventral de la médula del resto del embrién, se saco la
médula entera. La médula fue entonces colocada con la parte ventral para armba,
liberada de meninges y ganglios dorsales y se corté longitudinalmente (con un bisturi
con hoja N° 15) para quitar la médula dorsal. Las médulas asi obtenidas son colocadas
en DMEM-HEPES a 4°C.
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TABLA 2.ITI. Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) Tamponado con

HEPES.

Componente Concentracion
Medio DMEM (4,5 g/l de glucosa) 8,24 g/l
bicarbonato de sodio 0,37 g1
HEPES (4cido N-2-hydo:ddilpipaazina-N‘-2-aanos;Jllhico) 2,41

El medio de cultivo fue llevado a pH 7.4 y esterilizado por filtracion (0,22 um). Se almacené a 4°C.

3.2.2.2 Digestion FEnzimdtica de las Médulas Espinales y Obtencidn de
Suspenciones Celulares.

Las médulas enteras fueron colectadas por centrifugacion a 50 g por 2 min,
resuspendidas en PBS completo, centrifugadas nuevamente y resuspendidas en 5 ml de
la misma solucién conteniendo tripsina (0,0025%; Tabla 2.IV) y DNAsa I (0,2 mg/ml;
Tabla 2.IV). Entonces, las médulas fueron incubadas a 37°C por 15-20 minutos con
agitacion intermitente. La disociacion enzimatica fue detenida por el agregado de 1 ml
de SFB y la preparacion colocada en hielo, triturada veinte veces por pasaje a través de
una pipeta plastica estéril de 5 ml y centrifugada a 225 g por 10 min. a 4°C. El
precipitado conteniendo las células fue resuspendido por trituracién (20 veces) en 2,5
ml de DMEM-HEPES (4°C) conteniendo 0,1 mg/ml de tripsina y centrifugado a 4 g
por 5 min. para remover los grandes agregados. La suspencion celular fue centrifugada
sobre un colchon de metrizamida (9% en DMEM-HEPES; Tabla 2.IV) a 2500 g por 15
min. a 4°C. Las células retenidas en la fraccion de siembra fueron colectadas, la
solucion diluida 5 veces y centrifugadas a 800 g por 10 min. El precipitado
conteniendo la fraccion enriquecida en motoneuronas fue resuspendido 1 ml de medio
minimo esencial (MEM) completo (Tabla 2.V) y el numero de células determinado por
conteo en un hemocitometro. El rendimiento de la preparacion fue de 6-8 x 10" células

por médula.
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TABLA 2.IV. Soluciones Requeridas para la Purificacion de la Fracciéon Enriquecida
en Motoneuronas por Centrifugacion sobre Colchén de Metrizamida.

Producto Solucion Alicuotas Almacenar a
DNAsa I (Sigma D4527) 10 mg/ml 500 pl -20°C
metrizamida 9% en DMEM-HEPES 10 ml 4°C
tripsina (Gibco-BRL) 2,5% 50 ul -20°C

Todas las soluciones fueron esterilizadas por filtracién (0,22 pm)

TABLA 2.V. Medio Minimo Esencial (MEM) Completo

Componente Volumen agregado

MEM’ 37,1 ml
selenito de sodio 0,05 ml
progesterona 0,05 ml
transferrina 0,025 ml
insulina 0,25 ml
putrescina 0,50 mi
a-cetoglutarato 0,02 ml
extracto muscular 2ml

suero fetal bovino (SFB) S5mi

suero de caballo 5ml

" El MEM se prepard con medio ( g/1), NaHCO, (3,7 g/1) y glucosa (5 g/1) en agua bidestilada, se llevé a pH
7,4 y se esterilizo por filtracion (0,22 um). Los demds ingredientes se muestran en la Tabla 2.V

3.2.2.3 Cultivo de la Fraccion Enriquecida en Motoneuronas.

Las células fueron sembradas a una densidad de 10* células/cm’ sobre cubreobjetos de
18 x 18 mm. (preparados como se indica en ) o en microplacas de cultivo (96 pocillos -
pocillos de 6 mm. de didmetro) preparados con poli-L-lisina (como se indica en el
parrafo 1.1.5.2 “Preparacién de substratos para cultivos enriquecidos en
motoneuronas”). Los cultivos fueron mantenidos a 37°C en una atmésfera 5% CO,-

95% aire, saturada de humedad.
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TABLA 2.VI. Suplemento para el Medio de los Cultivo Enriquecidos en

Motoneuronas.
Suplemento Solucién Procedimiento

Insulina 1 mgjm] (100)() Disolver 5 mg en 0,5 ml de HC1 0,1 M, agregar 4,5 ml
HO

Putrescina 102 M (100x)  Disolver 6,4 mg en + ml de PBS

Transferrina 10 mg/ml (100x)  Disolver 10 mg en I ml de PBS

a-cetoglutarato I5M Disolver 2,19 g en 10 ml de H,O. Ajustarel pHa 7.4

Extracto de 5 mg de proteina/ml Los musculos de las patas traseras de ratas lactantes (1

musculo dia) fueron homegeneizados en tres volumenes de PBS
conteniendo EDTA (1 mM) y EGTA (0,5 mM) en un

Politron (90 seg. 4°C) y centrifugados a 32000 g (1 hr.).
El sobrenadante fue nuevamente centrifugado a 100000 g
(2 hr.) y el dltimo sobrenadante dializado durante 12 hr.
contra PBS (Smith y Appel, 1983). El extracto fue
almacenado a - 70°C hasta su uso.

glucosa 100 mg/ml en MEM Disolver 1 gr. de glucosa en 10 mi de MEM.

Selenito de sodio 3 x 10°M (1000x) Disolver 1 mg en 19,3 ml de H,O. Ajustar el pH a 7,4 y
diluir 10 veces en H,O.

Progesterona 2 x 10° M (1000x) Disolver 1 mgen 1,6 ml de etanol. Diluir 100 veces mis
en etanol

Todas las soluciones fueron esterilizadas por filtracion (0,22 um).

3.23 PREPARAC[QN DE CULTIVOS DE MOTONEURONAS POR LA
COMBINACION DE LAS TECNICAS DE CENTRIFUGACION SOBRE
COLCHON DE METRIZAMIDA E INMUNO-AFINIDAD.

La preparacién de los cultivos de motoneuronas se realizaron de acuerdo a Camu y col.

(1993) y Henderson y col. (1995).

3.2.3.1 Diseccion de la Médulas Espinales.

Las médulas espinales de enbriones de rata (E15) fueron obtenidas como se describe

en el parrafo 1.1.2.1 “Diseccion de las médulas espinales embrionanas™.
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3.2.3.2 Preparacion de Suspenciones de Células Disociadas de la Médula Espinal.

Cada médula espinal fue cortada en alrededor de 10 pedazos usando un bisturi. Los
fragmentos (el equivalente a dos médulas por tubo) fueron transferidos a tubos conicos
de centrifuga (estériles) de 15 ml en 1 ml de PBS (Tabla III). Se le agrego 20 ul de
tripsina (concentracion final 0,05%; Tabla 2.VII) y se incub6 por 15 minutos a 37°C,
con agitacion frecuente. La incubacion fue finalizada por remocion del sobrenadante
usando una punta azul de pipeta automatica y agregado (a temperatura ambiente) de

las siguientes soluciones:

¢ medio de cultivo (Tabla 2. VIII) 0,8 ml

e BSA 4% (Tabla 2.VII) 0,1 ml (para inactivar la tripsina)

e DNAsa 1 mg/ml (Tabla 2.VII) 0,1 ml

Se agité vigorosamente con la mano (aproximadamente 3 min.) hasta que la DNAsa
digirio el ADN y permitié que los fragmentos agregados se separan y se liberan las
células espontaneamente (turbidez visible). Se permitié a los fragmentos flocular y se

colectaron los sobrenadantes. A cada tubo conteniendo los fragmentos remanentes se

le agrego:

e medio de cultivo 0,9 ml
e BSA (4%) 0,1 ml
e DNAsa (1 mg/ml) 20 ul

Los fragmentos remanentes fueron triturados por medio de 4 pasajes suaves a través de
una punta azul de pipeta autoruatica. Se permitio a los fragmentos flocular y se
recogieron los sobrenadantes que fueron mezclados con los anteriores. Se repitié el
procedimiento y se mezclaron todos los sobrenadantes. Los sobrenadantes fueron
diluidos dos veces con medio L15 y sembrados suavemente sobre un colchon de 1 ml
de BSA (4%) en un tubo de centrifuga cénico de 15 ml. Se centrifugaron durante 10
min. a 300 g a temperatura ambiente. El sobrenadante conteniendo la tripsina y los

detritos fue removido por aspiracion desde la superficie y el precipitado celular fue

resuspendido en 1 ml de medio de cultivo, al cual se le agregaron 20 pl de la solucién
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de DNAsa, por medio varios pasajes suave a través de una punta azul de pipeta

automatica.

TABLA 2.VII Soluciones Requeridas para la Purificacion y Cultivo de Motoneuronas
por las Técnicas Combinadas de Centrifugacion sobre Colchén de
Metrizamida e Inmuno-Afinidad.

Producto Solucion Alicuotas  Almacenar a
anti-raton Ig (Cappel) 2 mg/ml 4°C
BSA (Sigma A3311) 4% enL15 10 ml 4°C
DNAsa I (Sigma DN-25) 1 mg/ml 500 pi -20°C
glucosa 72 mg/ml en L15 5ml -20°C
metrizamida 6,5%enL15 10 ml 4°C
penicilina-estreptomicina 10000 U/ml-10 mg/m (100x)I 500 pl -20°C
bicarbonato de sodio 7,5% en H,O 20°C
tripsina (Gibco-BRL) 2,5% 50 ul -20°C

TABLA 2.VIIL Composicion del Medio de Cultivo Completo para los Cultivos de

Motoneuronas
Componente Volumen agregado
Medio L15 45,4 ml
glucosa 2,5ml
penicilina-estreptomicina 0,5ml
progesterona 0,05 ml
mezcla [PCS 1,55 mi
bicarbonato de sodio 1,25 ml
suero de caballo 1,0 ml

Todos los ingredientes se muestran en las Tablas 2. VII y 2.IX. Después de la preparacién. se corrigio el pH y
se esterilizd por filtracidén (0,22 um) y se almacend, en algunos casos, durante mas de una semana.

Las células se observaron en un hemocitometro (Neubauer). Se hallaban
completamente disociadas y alguna presentaban neuritas. La mayoria eran brillantes a
la fase aunque a veces las grandes motoneuronas se veian grises a medida que se

apoyaban en el hemocitémetro.
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TABLA 2.IX. Suplemento N2 Modificado para el Medio de Cultivo’

Suplemento Solucién Procedimiento
Insulina 500 pg/ml (100x)  Disolver 2,5 mg en 0.5 ml de HC10,1 M, agregar 4,5 mi
HO
Putrescina 102 M (100x) Disolver 6,4 mg en 4 ml de PBS
Conalbumina 10 mg/ml (100x)  Disolver 10 mg en 1 ml de PBS

Selenito de sodio 3x10°M (1000x) Disolver 1 mgen 19,3 ml de H;O. Ajustarel pHa 7,4y
diluir 10 veces en H,O.

Progesterona 2 x 10° M (1000x) Disolver 1 mg en 1,6 ml de etanol. Diluir 100 veces mds
en etanol

* Se almacenaron tubos conteniendo (500 ul de insulina + SO0 pl de putrescina + 500 pul de conalbumina + 50
ul de selenito de sodio) como “mezcla IPCS™” a - 20°C. La progesterona fue almacenada separadamente a -
20°C.

3.2.3.3 Centrifugacion sobre Colchon de Metrizamida

El equivalente de 4-5 médulas fue sembrado en 1,5 ml de medio de cultivo sobre un
colchon de 2 ml de metrizamida (6,5% en medio L15; Tabla VII). Se centrifugo por 15
min. a 500 g en una centrifuga de cultivo a temperatura ambiente. Una vez finalizada
la centrifugacion se pudo ver un precipitado en el fondo del tubo (células pequefias) y
una banda turbia en la interfase medio-metrizamida. Usando una punta azul se
removieron 0,8 ml del sobrenadante claro y se colectd la banda en aproximadamente 1
ml, incluyendo algo de metrizamida de la interfase. Se diluyé tres veces con medio
L15 para diminuir la densidad y se centrifugé sobre un colchén de 1 ml. de BSA (4%)
por 10 min. a 300 g a temperatura ambiente. Las células fueron resuspendidas en 1 ml
de medio de cultivo y observadas en un hemocitémetro por medio de un microscopio
de contraste de fases. La distribucion de tamaifios fue mucho menor que en el paso
anterior, con una predominancia de células grandes, redondas y brillantes. El

rendimiento fue de unas 5-7 x 10* células por médula espinal.

3.2.3.4 Procedimiento de Inmuno-Afinidad para Purificar las Motoneuronas
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Placas de Petri plasticas para bacteriologia (una placa por cada 4-5 médulas espinales)
fueron incubadas toda la noche a 4°C con 12 ml Tris-HCI (0,05 M, pH 9,5) y 20 pl de
anticuerpo de cabra anti-lg de raton purificado por afinidad (Tabla 2.VII),
asegurandose que toda la superficie de la placa quedara cubierta. El disco fue lavado
tres veces con 4 ml de PBS y se agregan 10 ml del sobrenadante del hibridoma MC192
(obtenido como se describe en el parrafo 1.1.4 “Cultivo del hibridoma MC192”)
diluido 1:2 en PBS. Se incub6 por al menos 2 horas a temperatura ambiente, se lavo
tres veces con PBS, sin permitir que la superficie del disco se secara. Se agregé la
suspencion celular en 10 ml de medio L15, el disco fue agitado para distribuir las
células homogéneamente y se incubé a temperatura ambiente por 30 min. Al finalizar
el ttempo de incubacion los preparados fueron observados em un microscopio de
contraste de fases a fin de verificar que un nimero sigmficativo de células estaba
adherido. Se agit6 el medio y se volcé en un vaso de precipitado. Se lavo repitiendo el
procedimiento 8 veces. Se descartd el altimo lavado y se agregaron 3 ml del
sobrenadante del hibridoma sin diluir. Se golped vigorosamente el disco contra la
palma de la mano durante 5-10 min., para despegar las células. Cuando la mayoria de
las células estuvo despegada se colectaron usando una punta azul. El medio fue
reemplazado con 3 ml. de L15 y se lavo suavemente toda la superficie de la placa con
una punta azul de pipeta automatica y se uni6 este medio con el obtenido
anteriormente. Las neuronas fueron colectadas por centrifugacién a través de un
colchon de BSA (4%) como fue descripto anteriormente. El rendimiento fue de 2-3 x

10* motoneuronas por médula espinal.

3.2.3.5 Cultivo de las Motoneuronas

Las células fueron sembradas a una concentracion de 1,5 x 10’ células/ml de medio de
cultivo sobre discos de cultivo de 35 mm. o cubreobjetos de 22 x 22 mm. preparados
con poliornitina-laminina (como se indica en el parrafo 1.1.5.3 “Preparacién de
substratos para cultivos de motoneuronas”) y mantenidos a 37°C en una atmdsfera 5%

C0,-95% aire, saturada de humedad. Todas los agregados fueron realizados en el

momento del plaqueo.
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3.2.4 CULTIVO DEL HIBRIDOMA MC192

El hibridoma MC192 (Chandler y col., 1984) que produce el anticuerpo monoclonal
Ig192 contra el receptor de baja afinidad para el factor de crecimiento nervioso

(75"°™®) fue obtenido del Dr. C. Henderson de la Unidad INSERM 382, Marsella,

Francia.

El hibridoma fue crecido en frascos de cultivo (75 cm®) en 40 ml de medio RPMI 1640
(como el descripto en la Tabla I pero suplementado con 15% de SFB y sin suero de
caballo). El medio de cultivo fue cambiado cada 2-3 dias, hasta que la densidad de las
células aumentd al punto de tener que cambiarlo 2 veces al dia. En estas condiciones
se agregd medio de cultivo hasta alcanzar los 200 ml. Cuando el pH del medio de
cultivo empez6 a cambiar, se agregaron 5 ml de glucosa 100 mM y se dejo en la
incubadora hasta que todas las células estuvieran muertas. El medio de cultivo fue
centrifugado a 1500 g por 10 minutos y el sobrenadante se us6 como fuente de

anticuerpo.

3.2.5 PREPARACION DE SUBSTRATOS

3.2.5.1 Preparacion de los cubreobjetos

De cien a doscientos cubreobjetos fueron sumergidos en 60 ml de acido nitrico
concentrado por 20 min. con agitacion intermitente. Luego de 3-5 lavados con agua
bidestilada, se los coloco en 60 ml de NaOH 2 N por 20 min. con agitacion
intermitente. Una vez cumplido ese tiempo, fueron lavados con agua bidestilada hasta
que el pH del agua de lavado fue neutro. Finalmente se los almacené en alcohol 70%.

Antes de usar se los seco en condiciones de esterilidad (aproximadamente 20-30 min. ).
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3.2.5.2 Preparacion de Substratos para Células PC12

3.2.5.2.1 Preparacion de colageno de cola de rata.

El colageno de cola de rata fue preparado de acuerdo con Greene y col. (1987). Colas
de rata (colectas frescas o mantenidas a -20°C) fueron esterilizadas por inmersion en
alcohol 70% por 20 min. y lavadas tres veces con agua bidestilada estéril. El tendon
fue extraido, macerado con una tijera, lavado nuevamente con agua bidestilada estéril
y transferido a tubos de centrifuga estériles (50 ml) donde fueron extraidos por 2-3
dias a temperatura ambiente con 0,1% de acido acético glacial en agua (esterilizado
por filtracién; 0,22um) a razén de 50 ml por cola. El material fue centrifugado a 12000
g por 1 hr. El sobrenadante fue colectado, alicuotado y almacenado a -20°C. Para cada
preparacion se analizé la dilucidon Optima en acido acético glacial (0,1% en agua
bidestilada; esterilizado por filtracion; 0,22um). En la mayoria de las preparaciones la

dilucién optima fue de 1:20.

3.2.5.2.2 Preparacion de substratos para mantenimiento de la linea PC12

Se agregaron 5 ml de la dilucién 6ptima de colageno por 2-4 horas, se lavo tres veces

con 10 ml de PBS completo.

3.2.5.2.3 Preparacion de sustrato sobre cubreobjetos para la linea PC12

Se prepar6 colageno de cola de rata con poli-L-lisina (peso molecular 30.000-70.000)
(0,5 mg/ml colageno - 5 pg/ml de poli-lisina en H,O bidestilada). Se colocaron 700 pl
sobre cada cubreobjetos de 22 X 22 mm. y se dejé secar toda la noche bajo radiacion

UV en la campana de flujo laminar.

3.2.5.3 Preparacion de Substratos para Cultivos Enriquecidos en Motoneuronas.
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Se agregaron 200 pl de una solucion de poli-L-lisina (0,1 mg/ml de agua bidestilada;
peso molecular > 300.000) sobre cubreobjetos de 22 x 22 mm. (preparados como se
describe en el parrafo anterior) y se incubaron por 3-4 hr. a temperatura ambiente. La
incubacién fue detenida por tres laQados consecutivos con MEM. En las microplacas
de cultivo (96 pocillos; pocillos de 6 mm. de diametro) se incubaron en las mismas

condiciones pero con 50 ul de la solucidn de poli-L-lisina.

3.2.5.4 Preparacion de Substratos para Cultivos de Motoneuronas.

La superficie de cubreobjetos de 22 x 22 mm. (preparados como fue previamente
descripto en el parrafo 1.1.5.1 “Preparacion de sustrato sobre cubreobjetos para la
linea PC12”) fue cubierta con 700 pl de una solucion (3ug/ml de agua bidestilada) de
poli-L-ornitina (peso molecular 70000) por 30-60 min. a temperatura ambiente. La
solucién fue removida y se dejo secar. Un vez que los cubreobjetos estuvieron secos se
incubaron toda la noche a 37°C con nedio L15 suplementado con bicarbonato (Tabla
VIII) y laminina (5 pg/ml) en atmosfera 5% CO, en aire saturado de humedad. Se
retira el medio con la laminina y se siembran las células sm dejar secar el sustrato.
Para los discos de 35 mm. se utiliz6 un procedimiento similar pero se usaron 1,5 ml de

las soluciones.

3.3 INMUNOCITOQUIMICA

3.3.1 IDENTIFICACION DE MOTONEURONAS CON ANTISUERO ANTI-
CGRP

La mmunolocalizaciéon de CGRP se realiz6 de acuerdo con Juurlink y col. (1990).
Cultivos enriquecidos en motoneuronas fueron preparados sobre cubreobjetos como se
indica en 1.1.2.3 “Cultivo de la fraccién enriquecida en motoneuronas”, lavados tres
veces con PBS conipleto y fijados en 2 ml de paraformaldehido (PFA) al 4%
conteniendo 0,2% de acido picrico en PBS (Tabla 2.1II) a temperatura ambiente por 30

min. La fijacion fue finalizada por tres lavados de 5 min. cada uno con PBS, y los
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preparados fueron incubados sucesivamente con glicina S0 mM en PBS (5 min.),
Tritén X100 0,1% en PBS (10 min.) y solucién bloqueante (5% SC, 0,1% Tritén X100
en PBS, 30 min.). Entonces se procedié a la incubacion con el antisuero de conejo
(Amersham; dilucién 1:2000 en soluciéon bloqueante) por 24 horas a 4°C. La
incubacion fue finalizada por tres lavados con PBS (5 minutos cada uno) y los
preparados incubados con un anticuerpo de caballo anti-conejo ligado a peroxidasa de
rabano (Amersham) durante 1 hr. a temperatura ambiente. Luego de tres lavados de 5
min. con PBS, se revelo la peroxidasa por incubacion con diaminobencidina (DAB)
0,2 mg/ml en PBS conteniendo 24 pl/ml de H,O, (de una solucion madre al 3%) a
temperatura ambiente con frecuente observacion en el microscopio. La reaccion fue
finalizada por lavados con H,O destilada. Los preparados fueron deshidratados por
pasaje a través de una serie de diluciones de etanol (50%, 75%, 90%, 95%, 100%,
100% y xilol, aproximadamente de 30 seg. en cada uno) y montados en medio

sintético (Permount).

En algunos preparados se omitié el primer anticuerpo como control de especificidad de

la reaccion.

3.3.2 IDENTIFICACION DE MOTONEURONAS CON ANTICUERPOS
ANTI-ISLET-1

Los cultivos de motoneuronas preparados sobre cubreobjetos, (como fue descripto en
1.1.3.5 “Cultivo de las motoneuronas™) ,fueron fijados después de 24 hr. in vitro
mediante el agregado de 2 ml de PFA 4% en PBS directamente al medio de cultivo
durante 2 min., lavado de los cultivos con L15 a 4°C dos veces e mcubacién con PFA
4% en PBS sobre hielo por 15 min. La fijacion es finalizada por tres lavados sucesivos
con PBS. Luego los cultivos son incubados por 15 minutos con una solucién de lisina
50 mM en Tritén X100 0,1% en PBS seguida una incubacién de 60 min. con solucién
bloqueante (SC al 5% en PBS). El preparado es entonces incubado con el sobrenadante
del hibridoma 2D6 (generosamente provisto por el Dr. C. Henderson de la Unidad del
INSERM 382, Marsella, Francia) diluido 1:2 en 5% SC, Tritén X100 0,1% en PBS

81



toda la noche a 4°C. La incubacion con el primer anticuerpo fue finalizada lavando tres
veces con Triton X100 0,1% en PBS. La incubacion con el anticuerpo anti-Ig de raton
biotinilada (Gibco-BRL) diluido 1:100 en PBS con 5% de SC fue realizada a
temperatura ambiente por 1 hr. y finalizada por tres lavados consecutivos con Tris-HCl
(50 mM, pH 7,6) seguidos por la incubacion con estreptavidina ligada a peroxidasa de
rabano (1:500 en Tris-HCl 50 mM) por una hora. Una vez finalizada la ultima
incubacién, los preparados fueron lavados tres veces con Tris-HCl 50 mM y
preincubados con DAB 0,5 mg/ml por 5 min. Esta solucion fue remplazada por una
solucién equivalente pero con el agregado de 4 ul/ml de H,O, (de una solucién madre
al 3%) e incubado a temperatura ambiente con frecuente observacion en el

microscopio. La reaccidon fue detenida por 10 lavados sucesivos con H,O destilada.

Los preparados fueron deshidratados por pasaje a través de una serie de diluciones de
etanol (50%, 75%, 90%, 95%, 100%, 100% y xilol, de aproximadamente 30 seg. cada

uno) y montados en medio sintético (Permount).

Como control de la especificidad de la reaccion , se omiti6 el primer anticuerpo.

333 VI'SUALIZACI(')N DE LA PRESENCIA DE NITROTIROSINA EN
CELULAS PC12

Cultivos de células PC12 sembrados sobre cubreobjetos fueron tratados con
peroxinitrito como se describira en el punto 1.5.1 y fijados 24 horas después con PFA
al 4% por 30 min. a temperatura ambiente. Las células se lavaron 3 veces con PBS (5
min. cada lavado), se incubaron sucesivamente por 15 min. con glicma 50 mM en
PBS, 30-60 min. con BSA al 5% en PBS y toda la noche a 5°C con el anticuerpo
monoclonal contra nitrotirosina. Los preparados fueron entonces lavados 3 veces con
PBS e incubados por 30 minutos con un anticuerpo anti-ratén ligado a biotina en 5%
de BSA en PBS a temperatura ambiente seguida de una incubacion por 30 minutos con
estreptavidina ligada fosfatasa alcalina en Tris-HCI. La fosfatasa alcalina fue revelada

por la incubacion con una solucién de NBT (Gibco-BRL).
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Los preparados fueron deshidratados y montados como fue previamente descripto.

3.4 DETERMINACION DE LA NITRACION DE RESIDUOS DE
TIROSINAS POR INMUNO BLOT

3.4.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Después de la exposicién al peroxinitrito las células fueron centrifugadas a 600 g por
10 minutos. Las células fueron entonces resuspendidas en solucion de lisis (Tabla 2.X)
a una concentracién de 10 células/50 pl y colocadas durante 20 min. a 4°C, luego de
lo cual, la lisis es completada por agitacion en un vortex a maxima velocidad por 2
munutos. Los lisados fueron centrifugados (10000 g, 10 min., 4°C). Los sobrenadantes
fueron diluidos a la mitad con solucion de siembra (25 mM Tris-HCl, pH 6.8; 4%

SDS, 20% glicerol; 10% B-mercaptoetanol) y hervidos por 5 minutos.

TABLA 2.X. Solucion de Lisis

Componente Concentracion
Tns base 20 mM
NaCl 137 mM
SDS 1%
Fluoruro de fenil-metilsulfonilo (PMSF) 1 mM
Aprotinina 150 mU/ml
f-mercaptoetanol 1%
Ortovanadato 1 mM

Se prepara la solucion de tris 2x y se lleva a pH 8 con HCI. Luego se agregan los demas componentes a partir
de soluciones 10X, con excepcion del B-mercaptoetanol y el PMSF que se agregan inmediatamente antes de ser
usado a partir de una solucion 100% y 1 mM, respectivamente.

3.42 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLI-ACRILAMIDA CON SDS
(SDS-PAGE) Y TRANSFERENCIA A MEMBRANAS.

Veinte microlitros de cada muestra fueron sembrados en cada linea de un gel de poh-

acrilamida (gel superior 4% de acrilamida y gel separador 7,5% de acrilamida)
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conteniendo SDS (Laemmli, 1970) y corridos a 70 V por 2 horas en una cuba de
electroforesis modelo SE 250 - Mighty small II de Hoefer Scientific Instruments (San
Francisco, USA). El gel fue entonces tefido con una solucion que contenia 0,125 g de
azul de Coomassie R-250, 200 ml de metanol, 35 ml de acido acético y 265 ml de H,O
desionizada por 2 horas a temperatura ambiente con agitacién suave. La tinsion fue
detenida por el lavado sucesivo del gel con una soluciéon 40% de metanol, 7% de acido
acético en agua por 2 horas con agitacion suave seguida de un lavado con una solucion
5% de metanol, 7% de acido acético en agua. En estas condiciones se verifico que la
cantidad de proteina sembrada de cada muestra era igual. Las proteinas fueron
transferida a membranas de nitrocelulosa (0,2 um), de acuerdo a los protocolos para

Western Blot con quimioluminicencia potenciada (ECL) de Amersham (U.K.).

3.4.3 DETECCION DE RESIDUOS DE NITROTIROSINA

La membrana se bloqueo por incubacién en TBST (10 mM Tris, pH 8; 150 mM NaCl;
0,05% Tween-20) conteniendo 5% de leche descremada en polvo, durante una hora a
temperatura ambiente. El bloqueo se finaliz6é por 2 lavados (15 min.) consecutivos de
la membrana con TBST. Después de los lavados la membrana fue incubada toda la
noche a temperatura ambiente con una dilusion 1:200 del anticuerpo monoclonal anti-
nitrotirosina en TBST.

Luego de retirar la solucion conteniendo el anticuerpo primario, la membrana se lavo 4
veces por 5 min. en TBST. La membrana es incubada entonces con el segundo
anticuerpo ligado a peroxidasa (Amersham RPM 2108) diluido 1:1000 en TBST, por
60 minutos. La incubacidn es finalizada por 5 lavados sucesivos de 10 min. con TBST.
La membrana fue mcubada con los reactivos para la ECL preparados de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y colocada en un cassette para la exposicidn de pelicula de

rayos X por 5 minutos, y la pelicula revelada.
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3.5 CITOQUIMICA PARA LA DEMOSTRACION DE NADPH-
DIAFORASA.

La deteccién citoquimica de la NADPH-diaforasa fue realizada de acuerdo a lo
descripto por Kho y Choi (1988). Los cultivos sobre cubreobjetos de células PC12
fueron fijados en PFA al 4% en PBS por 30 min., después de tres lavados con PBS, y
los de motoneuronas fueron tratados como se describié en 1.2.2 “Identificacion de
motoneuronas con anticuerpos anti-Islet-1”. La fijacion fue finalizada por tres lavados
sucesivos con Tris-HC1 (0,1 M, pH 8,2). La reacciéon fue realizada en la misma
solucion tampén conteniendo 1 mM (0,83 mg/ml) de NADPH, 0,2 mM (0,16 mg/ml)
de azul de nitro tetrazolio (NBT) y 0,1% de Triton X100 por 2 hr. a 37°C en una
camara saturada de humedad. La reaccion fue detenida por lavados con H,O destilada
y los preparados deshidratados y montados como se describe para las técnicas

Inmunocitoquimicas.

3.6 EXPOSICION DE LOS CULTIVOS A LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS

3.6.1 TRATAMIENTO CON PEROXINITRITO

Soluciones madre de peroxinitrito (200 mM) fueron preparadas frescas por dilucién de
la capa superficial amarilla formada por el fraccionamiento por congelado del oxidante

con 0,1 M de NaOH. La concentracion fue determinada espectrofotometricamente a

302 nm (g30, = 1670 M' cm™’; Hughes y Nicklin, 1968).

3.6.1.1 Exposicion de las Células Adheridas a Sustrato.

Las células PC12 fueron sembradas sobre cubreobjetos como se indica en 1.1.1.1

“Plaqueo de células PC12 sobre cubreobjetos”. La exposicion al peroxinitrito fue
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realizada en cultivos que tenian 18-24 horas de sembrados. Los cultivos fueron lavados
tres veces con 2 ml de PBS completo a temperatura ambiente a fin de minimizar las
reacciones del peroxinitrito con el bicarbonato y otros componentes del medio de
cultivo y el suero, € incubadas en 1 ml de PBS 50 mM por 1-2 minutos antes del
agregado de un tnico bolo (5 ul) de peroxinitrito en NaOH 0,01 M. El oxidante es
rapidamente agregado en un borde del disco de cultivo y la solucién agitada por 5 seg.
para distribuir el peroximtrito sobre todo el disco. Cinco minutos después de la
exposicion al peroxinitrito, la solucion es removida y remplazada por medio de cultivo
completo a menos que se especifique otra cosa. Los tratamientos control fueron
realizados por el agregado de NaOH 0,01 M (vehiculo) o de los productos de
descomposicion del peroxinitrito obtenidos por medio del agregado del oxidante al
PBS 50 mM 5-10 min. antes de que las células sean expuestas (agregado de orden

INVerso).

3.6.1.2 Exposicion de Células en Suspencion

Las células son resuspendidas de los cultivos de mantenimiento, centrifugadas,
resuspendidas en PBS completo y colocadas en diferentes tubos de centrifuga en las
cantidades necesarias para obtener la concentracion de células deseada en cada caso.
Se agrega PBS completo hasta los 14 ml y se lavaron dos veces mas por
centrifugacion. Los precipitados celulares son entonces resuspendidos en 5 ml de PBS
50 mM y se agita durante el agregado de peroxinitrito como un unico bolo de 25ul.
Después de 5 minutos de la exposicion al oxidante las células fueron centrifugadas,
resuspendidas en medio de cultivo completo y sembradas en placas de 24 pocillos
(pocillos de 16 mm. de didmetro) a una densidad de 7,5 x 10° células por pocillo en
0,5 ml de medio conipleto (para las determinaciones de viabilidad) o 2 x 10 células
por disco de 90 mm. en 10 ml de medio completo (para la visualizacion de la
fragmentacion del ADN por electroforesis en geles de agarosa). Los controles usados

son los mismos que los usados para los cultivos adheridos al sustrato.
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3.6.2 EXPOSICION A DADORES DE OXIDO NiTRICO Y PEROXINITRITO.

3.6.2.1 Sintesis del nitroso glutation.

El nitroso glutation (GSNO) fue sintetizado inmediatamente antes de ser utilizado,
mediante la mezcla de una solucion de glutation reducido (0,2 M en HC1 0,2 N) y
NaNO; (0,2 M en HCl 0,2 N), lo que da una un producto rojo. El rendimiento de la
reaccion es de aproximadamente el 90% (R. Radi comunicacion personal). El 5 mM de
GSNO produce NO a una velocidad de aproximadamente 7,5 pM/min. A
concentraciones menores la liberacion de NO es proporcional a la de GSNO (R. Radi

comunicacién personal).

3.6.2.2 Exposiciones cortas a nitroso glutation, nitroprusiato de sodio y SIN-1.

Para las exposiciones de 30 minutos a los agentes dadores de NO y peroxinitrito,
cultivos de células PC12, sembrados sobre cubreobjetos 24 hr. antes, fueron lavados
tres veces con PBS completo e mcubadas en la misma solucion con las
concentraciones indicadas en cada caso a temperatura ambiente. La incubacion fue

finalizada por remplazo del PBS con medio RPMI completo.

3.6.2.3 Exposiciones prolongadas al nitroso glutation
Para las exposiciones prolongadas, los cultivos fueron sembrados en placas de 24

pocillos, sin sustrato, en 0,5 ml de medio RPMI completo sin rojo fenol e incubadas

por 24 hr. El GSNO fue agregado directamente al medio condicionado.

363 CULTIVO DE LAS CELULAS EN MEDIO DEFICIENTE EN
ARGININA
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Para los experimentos de privacion de argmina, las células PC12 fueron lavadas tres
veces con PBS completo y sembradas en medio RPMI sin suero y sin fenol en placas
de 24 pocillos, sin sustrato. La arginina fue agregadas a las concentraciones indicadas

inmediatamente después del plaqueo.

3.6.4 PRIVACION DE FACTORES TROFICOS

Para los estudios de induccion de la apoptosis por privacion de factores troficos, los
procedimientos realizados fueron los mismos que para la exposicion al peroxinitrito

pero después de los lavados las células PC12 fueron incubadas en medio RPMI sin

su€ro.

3.6.5 TRATAMIENTO CON AMINO ACIDOS EXCITATORIOS.

3.6.5.1 Tratamiento Corto con Amino Acidos Excitatorios.

La exposicion de los cultivos enriquecidos en motoneuronas (24 hr. después del
plaqueo) a los amino acidos excitatorio fue llevada a cabo a temperatura ambiente en
HBSS (Tabla 2.XT) que reemplazé al medio de cultivo por 5 diluciones (1:2) sucesivas
(Regan y Choi, 1991). Después de 30 minutos, el HBSS fue reemplazado con MEM

completo por 5 diluciones sucesivas (1:2).

3.6.5.2 Exposicion Prolongada a los Amino Acidos Excitatorios.

Las exposiciones prolongadas de los cultivos enriquecidos en motoneuronas fueron
realizadas por el agregado directo de los amino acidos excitatorio al medio

condicionado después de 24 hr. in vitro.
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TABLA 2.XI. Solucion Salina Tamponada con HEPES (HBSS)

Componente Concentracion
NaCl 120 mM
KCl 5,4 mM
MgCl, 0,8 mM
CaCl, 1,8 mM
HEPES 20 mM
glucosa 15 mM
glicina 10 uyM

La solucién se lievo a pH 7,4 y se esterilizé por filtracién (0,22 pm)

3.7 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

3.7.1 MARCACION SIMULTANEA CON FLUORESCEINA DIACETATO
(FDA) - YODURO DE PROPIDIO (YP)

Para la determinacion de la viabilidad en cultivos de células PC12, 24 hr. después de
los estimulos se reemplazé el medio de cultivo PBS completo conteniendo 4.6pg/ml de
yoduro de propidio y 15ug/ml de fluoresceina diacetato y se incubé por 15 min. a
temperatura ambiente (Jones y Senft, 1985). Entonces el cubreobjetos fue rapidamente
colocado sobre un portaobjetos y las células tefiidas fueron observadas inmediatamente
en un microscopio de epifluorescencia para cuantificar la viabilidad celular. Las
células viables fueron identificadas por la fluorescencia amarillo-verdosa resultante de
la hidrolisis de la FDA por esterasas mtracelulares. Las células daiiadas fueron
identificadas por la fluorescencia rojo brillante que resulta de la interaccion del YP con
el ADN. El numero de células viables y no viables fue determinado en al menos cinco
campos usando un objetivo 10X y el porcentaje de viabilidad celular fue calculado

como.
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% de viabilidad = (células verdes/células verdes + células rojas) x 100.

El primer campo fue tomado en el centro del cubreobjetos, a fin de evitar la zona
donde se agrego el peroxinitrito, y los otros cuatro fueron tomados moviéndose a la
izquierda, derecha, arriba y abajo del campo inicial. El area contada correspondio a

aproximadamente el 4% del area total del cubreobjetos.

3.7.2 REDUCCION MITOCONDRIAL DEL MTT.

El bromuro de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolio (MTT) es reducido
por las células vivas con mitocondrias funcionales para generar el correspondiente
formazan, el cual marca especificamente a las células viables con un precipitado azul
que puede ser solubilizado en dimetil sulféxido (DMSO) y determinado
espectrofotometricamente a 570 nm (Mossmann, 1983; Skaper y col., 1991).

3.7.2.1 Uso del Método de la Reduccion del MTT en Cultivos Enriquecidos en

Motoneuronas.

Veinticuatro horas después del tratamiento, el medio de cultivo es reemplazado por
HBSS conteniendo 1 mg/ml de MTT e incubados por 2 hr. a 37°C. En estas
condiciones el numero de células tefiidas de azul fue contado en 3-5 campos
representativos por pocillo usando un microscopio invertido. Finalmente la solucion
salina conteniendo el MTT fue reemplazado por 50 ul de DMSO y cuantificado en un
contador de ELISA a 570 nm. La viabilidad fue calculada como:

% de viabilidad = (ODuseado /ODsoatol) * 100

El método fue validado sembrando diferentes cantidades de células y utilizando el
método del MTT 24 hr. después (Fig. 2.1). Los resultados fueron analizados por
regresion lineal (pendiente significativamente diferente de 0, p< 0,001; r = 0,9965).
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Figura 2.1 Correlacién del nimero de células con la densidad optica
len _ cultivos  enriquecidos en  motoneuronas.  Diferentes
concentraciones de motoneuronas fueron sembradas en microplacas
de cultivo la viabilidad determinada 24 hr después por el uso de
técnica del MTT y determinacidn espectofotométrica a 570 nm. Los
valores representan la media + DS de 16 mediones obtenidas de dos
experimentos independientes realizados por octuplicado.

3.7.2.2 Uso del Método del MTT en Células PC12.

Después del tratamiento las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una
densidad maxima de 7.5 x 10* células por pocillo en 0,5 ml de RPMI sin rojo fenol
suplementado como se indica en cada caso. Después de 22 hr. de incubacion se agregé
al medio de cultivo condicionado 50 pl de una soluciéon de MTT (5 mg/ml en RPMI) y
se incubo a 37°C por 3 hr. mas. Al finalizar la incubacion, las células fueron
levantadas en el medio de cultivo y centrifugadas a 600 g por 5 min. El precipitado
celular fue resuspendido en 1 ml de DMSO y agitado en un vortex a maxima velocidad
por 60 seg. La solucion resultante fue trasvasada a cubetas plasticas y la densidad
optica determinada espectrofotometricamente a 570 nm. El método fue validado
incubando diferentes concentraciones de células PC12 en las condiciones descriptas
(Fig. 2.2). La viabilidad fue calculada igual que para las motoneuronas. Los resultados
fueron analizados por regresion lineal (pendiente significativamente diferente de 0, p<
0,001; r = 0,998).
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Figura 2.2 Correlacién del nimero de células con la densiaad optica

en _cultivos de células PC12. Diferentes concentraciones de células|
PC12 fueron sembradas en placas de 24 pocillos y la viabilidad]
determinada 24 hr después por el uso de técnica del MTT y
determinacion espectofotométrica a 570 nm. Los valores representan
la media + DS de 8 mediones obtenidas de dos experimentos
independientes realizados por cuadruplicado.

3.7.3 VIABILIDAD EN CULTIVOS DE MOTONEURONAS

En los cultivo de motoneuronas purificadas por la técnica combinada de centrifugacion
sobre colchéon de metrizamida e inmuno-afinidad, la viabilidad fue determinada por
conteo directo de todas las células grandes que presentaran neuritas de nas de cuatro
dizmetros del soma en un campo (12 mun?) identificado del disco de cultivo. A tal fin
se apoya el disco sobre un soporte que tiene una grilla y se marca la posicion del disco,
de forma de contar siempre el mismo campo. En los experimentos de 24 hr. se elige un
campo al azar en cada disco de cultivo y se cuentan todas las células que retinan las
condiciones descriptas. La viabilidad se calcula como el porcentaje de células respecto
de las células en los cultivos tratados con neurotrofina 4/5 (NT 4/5). Para las curvas de
tiempo, se marca un capo en el disco y se cuentan las células pegadas y con neuritas 4

hr. después de haber sido sembradas los cultivos. Este valor se toma como el 100%.
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3.8 DETERMINACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN
CROMOSOMICO

3.8.1 DETERMINACION IN SITU DE LA FRAGMENTACION DEL ADN

Como fue discutido previamente, la fragmentacion del ADN nuclear puede ser
utilizada como criterio de nuerte apoptotica. Recientemente, ha sido reportado un
método que permite marcar la fragmentacion del ADN in situ (Gavrieli y col., 1992).
Este método esta basado en la unién especifica de la deoxinucleotil transferasa
terminal (TdT) a los extremos 3°-OH del ADN, seguido de la sintesis de un polimero
polideoxinucleotidico de deoxiuridina (dUTP)-dioxigenina, el cual es reconocido por
un anticuerpo especifico conjugado con peroxidasa. El método del marcado terminal
de los cortes con dUTP-dioxigenina mediado por la TdT (TUNEL) fue utilizado para
la marcaciéon de los nicleos de células apoptdticas en cultivo, después de los

tratamientos.

Los nucleos apoptéticos fueron marcados con el método del TUNEL usando el kit
ApopTag de Oncor (Catalogo S7100-Kit) y siguiendo las indicaciones del fabricante

con las siguientes modificaciones:

3.8.1.1 Preparacion de los Cultivos

Tanto para el caso de las células PC12 como para las motoneuronas los cultivos fueron

realizados sobre cubreobjetos como se indica en cada caso.

3.8.1.2 Fijacion de Cultivos de Células PCI2.

Cuatro, 7 y 24 horas después de los tratamientos, los cultivos fueron lavados tres veces

(5 min. cada uno) con 2 ml de PBS completo a temperatura ambiente y fijados con 2
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ml de paraformaldehido al 4% (preparado fresco a partir de una solucion madre al
36%) durante toda la noche a 4°C, luego de lo cual son lavados 3 veces con PBS (5

min. cada uno) y post-fijados por 5 minutos a -20°C con etanol:acético 2:1.

3.8.1.3 Fijacion de Cultivos de Motoneuronas

Veinticuatro horas después de haber sido plaqueados los cultivos son fijados como fue
descripto para la marcacion de la proteina nuclear Islet-1, lavados 3 veces con PBS y

post-fijados como fue descripto en el parrafo anterior.
3.8.1.4 Marcacion de los Extremos 3’-OH

Una vez finalizado el proceso de fijacion, los cultivos son sometidos a tres lavados con
PBS de 5 minutos de duracion cada uno e incubados con 50 ul de solucion tampdn de
equilibracion por 30-45 min. a temperatura ambiente. Luego se remueve el exceso de
liquido cuidadosamente y se incuba por 1:30 hr. con 50 ul de la solucion que contiene
la enzima TdT, en una camara humeda a 37°C. La reaccion es detenida por el agregado
de 2 ml de la solucion de detenido/lavado en la cual se incuba en camara humeda a

37°C por 30 minutos adicionales.
3.8.1.5 Identificacion de la Dioxigenina y Montado de los Preparados

Luego de cumplido el ultimo plazo, los preparados son sometidos a tres lavados
consecutivos de 5 minutos de duracion cada uno con 2 ml de PBS e incubado por 1 hr
a temperatura ambiente con S0 pul del anticuerpo anti-dioxigenina comjugado con
peroxidasa. La incubacion con el anticuerpo fue finalizada lavando los cultivos tres
veces con 2 ml de PBS (5 min. cada uno)y tres veces (5 min. cada uno) con 2 ml Tris-
HCl (50 mM, pH 7,6; TB) a temperatura ambiente. Para revelar la peroxidasa, los
preparados son incubados (5-10 min.) con una solucién conteniendo diaminobencidina
(5 mg/10 ml TB) y H,0, (40 ul de una solucién 3% cada 10 ml de solucion final) bajo

permanente observacion. La reaccion es detenida con varios lavados (5-10) sucesivos
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con 2 ml de H,0 destilada. Los preparados son entonces deshidratados y montados en

Permount.

3.8.2 DETERMINACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN NUCLEAR
POR ELECTROFORESIS.

Las células PC12 en suspension fueron sometidas a los estimulos a una concentracién
de 2-4 x 10° células/ml en 5 ml de PBS completo y plaqueadas en RPMI suplementado

como se indica en cada caso, en discos de 90 mm sin sustrato.

3.8.2.1 Extraccion del ADN de Bajo Peso Molecular

La extraccion del ADN fragmentado de las células fue realizada de acuerdo a Gong y
col. (1994) con alguna modificaciones. Siete horas después del plaqueo las células son
levantadas en el medio de cultivo condicionado, centrifugadas a 600 g por 5 min.,
resuspendidas en 1 ml de PBS y fijadas por el agregado de 10 ml de etanol 70% a -
20°C durante al menos 12 horas y hasta un inaximo de 2 semanas. Las células son
entonces centrifugadas nuevamente a 600 g por 5 minutos y el etanol es
cuidadosamente removido pero sin permitir que las células se sequen. Los precipitados
de células se resuspendieron en la solucién de extraccion (40 pl por cada 2 x 10°
células; Tabla 2.XIII) y se incubaron por 30-60 minutos a temperatura ambiente.
Después de centrifugar a 1000 x g por 5 minutos, el sobrenadante es transfendo a
nuevos tubos y concentrado por vacio en un concentrador SpeedVac (Savant

Instruments Inc.) durante 15 minutos.
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TABLA 2.XII Soluciones Requeridas para la Extraccion y Electroforesis del ADN de

Bajo Peso Molecular.

Procedimiento

Producto Soluciéon
Na,HPO, 02M
acido citrico 0,1 M
Nonidet NP-40 0,25%
RNAsa A 1 mg/ml
Proteinasa K 1 mg/ml
Bromuro de 10 mg/mi
etidio
EDTA 0,5 mM
Tris-HCI 1M
Tris-HCI 0,1M
Acido borico 0,45M

Se disuelven 284 mg en 10 ml de H,O destilada.
Se disuelven 192 mg en 10 ml de H,O destilada.

Se diluyen 25 ul de Nonidet NP0 en 10 ml de H;O
destilada.

Se disuelven 1 mg (todo el contenido del vial) en 1 ml de
H,O destilada. Se incuba por 5 minutos en un baiffo de
agua a 100°C.

Se disuelven 20 mg (todo el contenido del vial) en 1 ml de
H;O destilada. Se diluye 20 veces en H,O destilada.

Se disuelve 1 g en 100 ml de H;O destilada. Se agita en un
agitador magnético por varias horas y se transfiere el
contenido a un recipiente oscuro.

Se disuelven 18,61 g en 100 ml de H,O destilada y se agita

vigorosamente en un agitador magnético. se ajusta a pH
8.0 con NaOH 10 M.

Se disuelven 121.1 g en 800 ml de H,O destilada. Se ajusta
el pH a 8.0 y se lleva a 1000 ml con H,O destilada.

Se diluye 10 veces con . H>O destilada la solucion 1M.

Se disuelven 275 g en 800 ml de H,O destilada. Se lleva a
pH 8 y se completa el volumen a 1000 ml..

Todos los reactivos usados fueron de Sigma.

Una alicuota (3 pl por cada 40 ul de solucién original) de Nonidet NP-40 (Tabla
2.X1I) fue agregada seguida por una alicuota (3 ul por cada 40 ul de solucién original)
de la solucion de RNAsa A (Tabla 2.XII). La preparacion fue incubada por 30-45
minutos a 37°C. Al cabo de dicho periodo se agrego6 una alicuota (3 pl por cada 40 pl
de solucion original) de proteinasa K (Tabla 2.XII) y el extracto fue incubado a 37°C

por 30 minutos adicionales. La incubacion fue finalizada por el agregado de solucion
de siembra (12 pl por cada 40 ul de solucion original; Tabla 2:XIV) y 40 ul de la

solucion resultante fueron transferidos a un gel de agarosa (1,8%).
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TABLA 2.XL Solugion de Extraccion del ADN de Ba'o Peso Molecular.

Componente Volumen agregado
Na,HPO, (0,2 M) 1,92 ml
Acido citrico (0,1 M) 0,08 ml

Se verifica el pH que debe ser de 7.8. La preparacién de los componentes en Tabla 2.X.

TABLA 2.XII. Solucién de Siembra del ADN en Geles de Agarosa.

Componente Concentracion
Cianol xileno FF 0,25%
Azul de bromofenol 0,25%
Glicerol 30%l

La solucion se prepara con H,O destilada

3.8.2.2 Electroforesis del ADN en Geles de Agarosa y Visualizacion del ADN.

Los geles de agarosa (1,8% en TBE; Tabla 2.XV; 9 cm de longitud) fueron corridos
por electroforesis horizontal a 30-40 V/cm por 3-5 hr. Una vez finalizada la corrida el
gel fue incubado durante 30 minutos en 100 ml de TBE fresco, al cual se le agregaron
50 ul de bromuro de etidio (Tabla.2.XII). El ADN fue visualizado en un

transiluminador (luz ultra violeta) después de 3 lavados sucesivos de 15 minutos cada

uno con TBE.

TABLA 2.XITIL Solucién de Corrida de los Geles de Agarosa (TBE).

Componente Volumen agregado
Trs-HCI (1M) 90 mi
Acido borico (0,45 M) 200 ml
EDTA (0,5 M) 20 ml
H,O destilada 690 ml
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3.9 ANALISIS ESTADISTICO Y GENERACION DE CURVAS

Todos los experimentos fueron realizados por lo menos por duplicado y repetidos
como minimo dos veces. Los datos son informados como la media * el desvio
estandar. La significacion de las diferencias fue determinada por la prueba T de
Student a dos colas para dos medias usando el programa Microsoft Exel. Las
regresiones lineales fueron realizadas con el programa Inplot4 al igual que la

generacion de curvas y determinacion del ECs.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDIOS SOBRE LOS MECANISMOS DE LA MUERTE CELULAR
ESTIMULADOS POR EL PEROXINITRITO

4.1.1 EFECTO DEL PEROXINITRITO SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS
CELULAS PC12

Experimentos preliminares realizados en cultivos de células PC12 sembrados a baja
densidad y expuestos a 1 mM de peroxinitrito agregado como un tunico bolo,
mostraron relativamente poco dafio celular a las 8 horas, pero se observé un deterioro
progresivo de las células 24 horas después del tratamiento (Tabla 3.I). Por otra parte,
los lavados asi como también el agregado del peroxinitrito causaron la muerte del 25-
30% de las células en las primeras 3-4 horas (Tabla 3.I), pero esas células se despegan
del sustrato o son fagocitadas de forma que no son visibles a las 8 hr. A tiempos de
incubacion mayores (248 hr.) las células que sobreviven comienzan a proliferar
interfiriendo con la estimacion de la muerte celular. Por este motivo los estudios

subsecuentes fueron evaluados a las 24 horas.

TABLA 3.1. Efecto del Peroxinitrito sobre la Viabilidad de Células PC12 a Diferentes
Tiempos Después del Tratamiento

Tratamiento 4 horas 8 horas 24 horas
% de viabilidad~ n % de viabilidad~ n % de viabilidad” n
Control 74,62 + 4,84 20 98,18+1,19 20 99,19 + 0,83 19

Peroxinitrito (ImM)  7134+325 20 9440+163° 19 61,02+644° 19

" Los cultivos fueron lavados para la exposicion al peroxinitrito como fue descipto en Materiales y Métodos.
" 1a viabilidad fue determinada por el método de la FDA-YP a los tiempos indicados en cada caso. Los
valores representan la media + desvio estAndar del nimero de mediciones indicado (n) provenientes de al
menos cinco experimentos independientes realizados por triplicado. ° significativamente diferente del control
correspondiente (p<0,0001).

Los cultivos expuestos por 5 minutos al vehiculo (NaOH 0,01 M) o a los productos de
descomposicion del peroxinitrito (agregado de orden inverso) no presentaron efectos
significativos sobre la viabilidad celular, evaluada 24 hr. después por tincion

simultinea con fluoresceina diacetato-yoduro de propidio (FDA-YP) o por la
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reduccion mitocondrial del MTT (Fig. 3.1). Experimentos cuantitativos usando las
técnicas antes mencionadas mostraron que la toxicidad del peroxinitrito es dependiente
de su concentracion, y que a un misma concentracion del oxidante, su potencia toxica
es modificada por la concentracion de células en la solucion de incubacion asi como
por la facilidad con que el oxidante accede a las células (Fig. 3.1). Cuando el
peroxinitrito fue agregado a cultivos de células PC12 adheridas al sustrato (donde el
acceso a las células es limitado) y la viabilidad analizada usando FDA-YP, se
determin6 un ECso de 1,3 mM (Fig. 3.1A). El método de la FDA-YP permite una
evaluacion puntual de la viabilidad de los cultivos, por lo tanto de haber occurrido una
disminucidén en el numero de células remanentes respecto del control, esta no puede
ser evaluada, lo que lleva a una subestimacion de la toxicidad del compuesto. Por otra
parte, es concebible que solo una pequeiia cantidad del peroxinitrito agregado a los
cultivos efectivamente alcance a las células. Asi, usando un coeficiente de difusion de
1800 um?'s (estimado a partir del coeficiente de difusién del nitrato) y una vida media
de 1 seg. a pH 7,4 (Beckman y col., 1990; Zhu y col., 1992), entonces la distancia
media de difusion del peroxinitrito puede ser estimada como V2Dt, ~ 60 um. Dado
que 1 ml de solucién en un disco de 35 mm de diametro resulta en una capa de
aproximadamente 1 mm de espesor sobre las células, asumiendo una distancia de
difusion promedio de 0,5 mm para que el peroxinitrito alcance la superficie celular y
aplicando la segunda ley de difusion de Fick (Lancaster, 1994) se puede estimar un ,
ECs efectivo de aproximadamente 40 uM,. Aan si reconocemos que la estimacion del -
ECso usando los conceptos de difusion es una aproximacion muy grosera, debido a la
existencia de factores no controlables durante el agregado y mezclado del peroxinitrito
en los discos, el calculo claramente demuestra que la concentracion de peroxinitrito
que interactud con la capa de células PC12 fue de por lo menos un orden de magmtud

menor que la concentracion agregada.
Cuando suspensiones de células PC12 fueron expuestas a concentraciones crecientes

de peroxinitrito durante 5 mmutos y la viabilidad evaluada 24 hr. después, usando el

método del MTT (que permite cuantificar el numero total de células viables en un
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momento determinado), se determinaron valores de ECs, de aproximadamente 1 y 0,5
mM, para suspensiones de 1y 0,5 x 10° células/ml respectivamente (Fig. 3.1B). Este
resultado apoya las especulaciones realizadas en el parrafo anterior, ya que si bien en
las suspensiones celulares las limitaciones para el acceso del peroxinitrito a las células
no tienen la misma importancia, el aumento de la concentracion de células disminuye
la cantidad de peroximtrito que puede acceder a cada una, pudiéndose explicar de esta

forma la sensibilidad diferencial al peroxinitrito en las diferentes condiciones.
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Figura 3.1. El peroxinitrito estimula la disminucion de la viabilidad de las células PC12 de una
forma dependiente de la concentracion. La exposicion al peroxinitrito se realizo como se describe
en Materiales y Métodos. A) La viabilidad celular fue evaluada 24 hr después del tratamiento,
de cultivos de células PC12, con peroxinitrito usando la tncién simultanea con FDA-YP. O
peroxinitrito; [J adicion de orden inverso. A concentraciones de peroxinitrito mayores de 0,1
mM loa wiabilidad fue significativamente menor que la de los controles (p<0,005). B) La
viabilidad celular fue determinada usando la reduccién mitocondrial de MTT 24 hr después de la
exposicion, de células PC12 en suspension, al oxidante o sus productos de descomposicion. (A)
0,5 x 10° 0 (0) 10° células/mi. de PBS 50 mM fueron expuestas al peroxinitrito por 5 min. a las
concentraciones indicadas; [J agregado de orden inverso correspondiente a una concentracion de
0,5 x 10° células/ml. La viabilidad fue significativamente menor que la de los controles a
concentraciones de peroxinitrito superiores a 0,1 y 0,25 mM para la menor y mayor densidad de
células en suspension respectivamente (p<0.001). Los valores representan la media + el desvio
estandar de 12 valores provenientes de 4 experimentos independientes realizados por triplicado,
para las determinaciones con FDA-YP, y de 8 valores provenientes de dos experimentos
independientes realizados por cuadruplicado para las determinaciones con MTT.
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Estos resultados implican que el factor determinante para la toxicidad del peroxinitrito
es la cantidad del oxidante que alcanza a cada célula y no su concentracion,. de modo
que la misma toxicidad es alcanzada con diferentes concentraciones del agente

oxidante en las distintas condiciones experimentales utilizadas (Fig. 3.1).

4.1.2 EFECTO DE DADORES DE (:)XIDO NITRICO Y PEROXINITRITO
SOBRE LA VIABILIDAD DE CELULAS PC12

A fin de determinar la especificidad en la disminucion de la viabilidad celular inducida
por la exposicion al peroximtrito se utilizaron nitroprusiato de sodio (SNP) y nitroso
glutation (GSNO), sustancias cuya descomposicién espontanea produce 6xido nitrico,
y SIN-1 (que se descompone espontineamente produciendo éxido nitrico y radical
superoxido, los cuales reaccionan generando peroxinitrito). La exposicion de cultivos
de células PC12 a SNP (5§ mM) o GSNO (3 mM) en PBS por 30 minutos no provoco
cambios significativos en la viabilidad celular determinada 24 hr después del
tratamiento por la marcacion simultanea con FDA-YP (Tabla 3.I). Sin embargo,
cuando los cultivos fueron expuestos por 30 minutos a una concentracion de SIN-1 (5
mM) que produce una cantidad de peroxinitrito equivalente a un inico agregado en
bolo de 0,2 mM y equivalente al NO producido por las concentraciones usadas de SNP
y GSNO, se encontrd una disminucion significativa de la wiabilidad celular,
equivalente a la producida por idéntica concentraciéon de peroximtrito agregada como

un unico bolo.

Debido a la dependencia de un entormo tréfico adecuado para la sobrevida de las
células, incubaciones mas prolongadas con SIN-1 no pudieron ser realizadas ya que el
tratamiento control inducia una disminucion significativa de la viabilidad celular y en
presencia de medio de cultivo completo el cowmpuesto no tiene actividad
probablemente debido a las reacciones del peroxinitrito con los componentes del

medio de cultivo.
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TABLA 3.1L Efecto de los Compuestos Dadores de Oxido Nitrico y Peroxinitrito sobre
la Viabilidad Celular

Tratamiento~ % de viabilidad™” n
Control 983 +472 4
Peroxinitrito (0,2 mM) 843 + 64" 4
Nitroprusiato de sodio (5mM) 97,2+ 6,5 4
Nitroso glutation (3mM) 98,5+5,3 4
SIN-1 (5mM) 81,6 + 4.8 4

" Los cultives fueron lavados para la exposicién al peroxinitrito y a los difrentes dadores de 6xido nitrico y
peroxinitrito como fue descipto en Materiales y Métodos. ~ la viabilidad fue determinada por el método de la
FDA-YP como fue descripto en Materiales y Métodos. Los valores representan la media + desvio estindar del
numero de mediciones indicado (n) provenientes de dos experimentos independientes realizados por
duplicado.* significativamente diferente del control (p<0,01).

roct %—r/§\%\é

75F
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Figura 3.2. Efecto de la incubacion prolongada de cultivos de células PC12 con nitroso
glutation. Las mcubaciones en presencia de nitroso glutation se realizaron como se describe en
Materiales y Métodos. Veinticuatro horas después de comenzada la incubacion, la viabilidad del
los cultivos fue determinada por la reduccion mitocondrial del MTT y posterior determinacion
rcpectrofotoméuica. Los valores representan la media * el desvio estandar de 8 valores

provenientes de 2 experimentos independientes realizados por cuadruplicado. OJ control; O GS-
NO. * significativamente diferente del control (p<0.01).

A fin de analizar el efecto de exposiciones prolongadas al dxido nitrico, cultivos de
células PC12 fueron expuestos a GSNO por 24 horas en medio de cultivo completo y
la viabilidad evaluada 24 hr. después usando la reduccion del MTT y posterior

determinacion espectrofotométrica (Fig. 3.2). En estas condiciones, se dectaron
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disminuciones significativas de la viabilidad celular a concentraciones de GSNO
superiores a 1 mM, las que producen concentraciones de aproximadamente 2 pM/min.
A estas altas concentraciones el “NO, en presencia de oxigeno, puede generar el
poderoso y extremadamente toxico oxidante *NO,, y reproducir los efectos toxicos y
mutagénicos del nitrito (Nguyen y col., 1992), pudiéndose explicar de esta forma la
disminucion de la wiabilidad celular. Por otra parte, dos moléculas de GSNO
reaccionan para generar 2 moléculas de 6xido nitrico mas una de glutation oxidado
(Ecuacion 1), sin embargo también pueden reaccionar con grupos sulfhidrilo reducidos
u oxidados de proteinas u otros componentes celulares liberando "NO (Ecuacién 2) o
nitrosilando los grupos tiol (Ecuacién 3), inactivando asi proteinas de forma
mespecifica. La inactivacion de la actividad de proteinas podria entonces conducir a la
muerte celular por un daiio celular generalizado. De hecho, la morfologia de las

células muertas en estos cultivos es claramente necrética.

Ecuacion 1 GS-NO + GS-NO —> 2 °NO + GSSG
Ecuacion 2 GS-NO + R-SH - *NO + R-SSG + H"
Ecuacion 3 GS-NO + R-SH =5 RS-NO + GSH

4.1.3 CAMBIOS MORFOLOGICOS INDUCIDOS POR EL PEROXINITRITO.

La observacion microscopica de las células 24 hr. después de la exposicion a ImM de
peroxinitrito durante 5 minutos y tefiidas con FDA-YP, mostré que la inayoria de las
células viables (células verdes en la Fig. 3.3C y Fig. 3.4B) presentaban una forma
redondeada con numerosas evaginaciones en forma globular (blebs, burbujas),
mientras que un pequeiio mimero presentaban una importante reduccién del volumen
celular. Los nicleos de las células no viables (micleos rojos en la Fig. 3.3D) mostraron
condensacion de la cromatina y en algunos casos fragmentacion nuclear. En contraste,
las células en los cultivos tratados con vehiculo (Fig. 3.3A y Fig. 3.4A) mostraron una
forma poligonal a redondeada sin tincion nuclear significativa (Fig. 3.3B).
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Figura 3.3. Efecto del peroxinitrito y privacion de suero sobre células PC12 tefiidas simultaneamente

con fluoresceina di acetato e yoduro de propidio Microfotografias topograficas mostrando las células
viables, tefiidas con fluoresceina di acetato (A, C, E) o los nucleos de las células no viables que
perdieron la integridad de membrana (B, D, F), 24 horas después de la exposicion a vehiculo de NaOH
10 pM ( A y B) o peroxmnitrito iIimM (C y D) por 5 minutos en PBS 50 mM, como se indica en
materiales y metodos, o sometidas a privacion de suero y factores troficos por 24 horas (E y F). En los
tres casos se trata del mismo campo fotografiado para las dos fluorescencias. Barra de escala = 40 um
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Figura 3.4. Cambios morfologicos estimulados por el peroxinitrito y la privacion de factores troficos en
las células PC12. Microfotografias de células tefiidas con fluorescena diacetato. Los cultivos fueron
expuestos a vehiculo (A), peroxinitrito (B) o incubados por 24 horas en medio sin suero ni actores
troficos (C) En los cultivos tratados con peroxinitrito o privados de factores troficos se observa la
aparicion de células con burbujas en la membrana plasmatica (flechas). Barra de escala = 40pM.
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Debido a que los cambios morfologicos mostrados por las células tratadas con
peroxinitrito fueron altamente sugestivos de una estimulacién de la muerte por
mecanismos apoptoticos (Kerr y Harmon, 1991; Clarke, 1990; Kerr y col., 1972) y no
disponiendo de descripciones morfologicas adecuadas de la apoptosis en esta linea
celular, la tincion simultanea con FDA-YP fue realizada en cultivos privados de suero
por 24 hr., una condicion que induce la muerte por mecamsmos apoptoticos en células
PC12 (Batistatou y Greene, 1991; 1993; Rukenstein y col, 1991). En estas
condiciones las células viables mostraron alteraciones morfologicas similares a las
descniptas para el peroximtrito (células redondeadas con burbujas en la membrana y en
algunos casos disminucion del volumen celular, Fig. 3.3E y Fig. 3.4C), si bien la
poblacion no fue morfologicamente tan homogénea como en el caso del peroxinitrito.
Los nicleos de las células no viables también mostraron condensacion de la cromatina
y en algunos casos fragmentacion nuclear (Fig. 3.3F). Estos resultados sugirieron que
el proceso de muerte desencadenado por el peroxinitrito era el mismo que se
desencadenaba por privacion de un adecuado entormo tréfico, es decir que el
peroxinitrito a bajas concentraciones (< 1mM) podria desencadenar la apoptosis en
células PC12. Por el contrario, altas concentraciones de peroximtrito (= 2 mM)
aplicadas por 5 min. a cultivos de células PC12 indujo un dafio necrdtico extensivo de
las células caracterizado por una aguda hinchazén celular y lisis que pudo ser

observado pocos minutos después del tratamiento.

4.1.4 DEMOSTRACION IN SITU DE LA FRAGMENTACION APOPTOTICA
DEL ADN.

Para determinar mas especificamente si dosis subnecroticas de peroxinitrito podian
inducir la apoptosis en células PC12, los cultivos fueron fijados a diferentes tiempos
después de la exposicion al oxidante y procesados con el método de TUNEL, que
permite el marcado especifico de altas concentraciones de extremos 3’-OH libres del
ADN en células apoptéticas (Gavn'-eli y col, 1992). En esas condiciones

experimentales, no se encontrd marcacion hasta 4 hr después de la exposicion al
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peroxinitrito (ImM, 5 min.). Sin embargo, se encontrd un nimero creciente de células
apoptoticas en cultivos incubados por 7 y 24 horas después del tratamiento con
peroxinitrito (Fig. 3.5B). Siete horas después del tratamiento con peroxinitrito se
observé la aparicion de células redondeadas con intensa marcacion nuclear (46,3 +
5,3%), encogimiento del citoplasma y bordes de membrana irregulares (Fig. 3.5B y 3.6
A). La privacion de suero también indujo la fragmentacion apoptotica del ADN en el
23,6 + 1,2 de las células, después de 7 hr., de manera similar a la descripta para el
peroxinitrito (Fig. 3.5C y 3.6 B). En los cultivos control no se encontré un numero

significativo de células positivamente marcadas (0,2 + 0,1%; Fig. 3.5A).

El acido aurintricarboxilico (ATA) es un compuesto que inhibe la activacion de las
endonucleasas durante la apoptosis (Batistatou y Greene, 1991). Cuando el ATA (sal
de amonio, 25uM) fue agregado a cultivos de células PC12 junto con el medio fresco,
inmediatamente después de la exposicion al peroxinitrito, previno la tincién de los
nucleos por el método de TUNEL. Ademas, el ATA revirtio parcialmente la apoptosis
en células PC12 expuestas a peroxinitrito (Tabla 3.III). Un resultado similar se obtuvo
con el agregado 8-(4-clorofeniltio)adenosina mono fosfato (CTP-AMPc; 100uM,;
Tabla 3.III), un analogo no metabolizable del AMPc que previene la apoptosis

inducida por privacion de suero (Rukenstein y col., 1991).

TABLA 3.I11. Reversion por ATA y CTP-AMPc de la apoptosis inducida por
peroxinitrito en cultivos de células PC12.

Tratamiento % de viabilidad”™ n
Control 98,56+ 2,18 11
Peroxinitrite (1mM) 59,25+ 11,17* 12
Peroxinitrito + ATA (25uM) 94,58 + 3,48% 12
Peroxinitrito + CTP-AMPc (100M) 91,29+ 7,04 12

" Los cultivos fueron expuestos al peroxinitrito como fue descipto en Materiales y Métodos, pero el ATA yel
CTP-AMPc fueron agregados al medio de cultivo una vez finalizado el tratameinto con peroxinitrito. la
viabilidad fue determinada 24 hr depsués por el método de la FDA-YP. Los valores representan la media +
desvio estindar del niimero de mediciones indicado (n) provenientes de cuantro experimentos independientes
realizados por triplicado.” significativamente diferente del control (p<0,0001); ® significativamente diferente
del peroxinitrito (p<0,0001)
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Figura 3.5. Demostracion in situ de la fragmentacion de ADN inducida por_el peroxinitrito y la
privacion de suero. Los cultivos fueron fijados 7 horas después de los tratamientos. A: cultivos
expuestos a vehiculo; B: cultivos expuestos a peroxinitrito 1 mM; C: celulas incubadas en ausencia de
suero. Las flehas marcan células apoptdticas. Barra de escala 40 pm.
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Figura 3.6. Morfologia de las células con el ADN fragmentado. Los cultivos fueron expuestos a
peroxinitrito (A) o incubados en ausencia de suero (B), como fue descripto en la Figura 3.5. Notese la
disminucion del tamano celular, la perdida de citoplasma, la presencia de bordes irregulares y la gran
condensacion de la cromatina en las células con los nicleos marcados por el método del TUNEL
(flechas grandes). Algunas de las células mostraron burbujas de membrana (flechas pequeiias). Barra de
escala = 40 pm.
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4.1.5 DEMOSTRACION DE LA ESTIMULACION DE LA
FRAGMENTACION INTERNUCLEOSOMAL DEL ADN POR
PEROXINITRITO.

A fin de obtener una corroboracion final de las observaciones realizadas en cultivos
tratados con peroxinitrito y teflidos con FDA-YP y de los resultados obtenidos a través
del uso del método de TUNEL, células PC12 en suspencion fueron expuestas a 1 mM
de peroxinitrito y plaqueadas en medio completo. Siete horas después del tratamiento,
las células fueron resuspendidas y el ADN extraido y corrido en geles de agarosa
mostrando el patron de degradacion en fragmentos multiplos de aproximadamente 200
pb, tipico de la apoptosis (Fig. 3.7A). Cultivos paralelos fueron incubados en
condiciones de privacion de suero como control positivo y expuestos a vehiculo como

control negativo (Fig. 3.7A).

1234 A

2322,
20277

56

Figura 3.7. Demostracion de la fragmentacién intrenucleosomal del ADN estimulada por peroxinitrito y
privacion de suero. A) Células PC12 en suspencion fueron expucstas al vehiculo (Linea 2), | mM de
peroxinitrito (linea 3) o incubadas por 7 horas sin suero (linea 4). El control no mostro degradacion del
ADN (linea 1), mientras que los grupos de peroxinitrito y privacion de suero (lineas 2 y 3
respectivamente) mostraron degradacion del ADN en bandas cuyo peso molecular correspondio a
multiplos de ~ 200 pb que corresponde al patron tipico de la apoptosis. La linea 1 correponde al ADN
del fago A cortado con Hind III. B) Suspenciones de células PC12 fueron expuestas a difeerentes
concentraciones de peroxinitrito o a sus productos de degradacion. El peroxinitrito agregado a una
concentracion de 0,5 mM (linea 3) estimulo la fragmentacion internucleosomal del DNA, mientras que
una concentracion de 3 mM (linea 5) produjo un dafio masivo e inespecifico, tipico de la necrosis, que
aparece como un ‘‘chorreado” en el gel. El agregado de orden inverso de ambas concentraciones (0,5
mM, linea 2; 3 mM, linea 5) no mostrd efectos importantes. La linea 1 correponde al estandar de peso
moleculer con bandas cada 100 pb. El ADN procesado como se indica en Materiales y Métodos.
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En otro experimento las células fueron expuestas a 0,5 mM o 3 mM de peroxinitrito o
a los productos de degradacion correspondientes a esas concentraciones. En estas
condiciones se observo que el agregado de orden reverso no estimula la degradacion
del ADN (Fig. 3.7B, lineas 2 y 4 respectivamente), mientras que la menor
concentracion de peroxinitrito estimula de degradacion internucleosomal del ADN que
resulta en la aparicion de un patron de bandas en escalera, donde las bandas son
multiplos de aproximadamente 200 pb (Fig. 3.7B, linea 3). Por ofra parte, la
exposicion de las células a una concentracion de peroxinitrito de 3 mM produce una
degradacion inespecifica del ADN que se vizualiza en los geles como un “chorreado”
caracterisitico de la necrosis (Fig. 3.7B, linea S5). En concordancia con las
observaciones realizadas con el método de TUNEL, cuando el ADN de células,
incubadas por menos de 3-4 hr después de la exposicion a 0,5 mM de peroxinitrito, fue
analizado en geles de agarosa, no se encontr0 degradacion, indicando que la
degradacion de los cromosomas es un proceso secundario estimulado por el oxidante y

no un dafio inespecifico inducido por el peroxinitrito.

4.1.6 EFECTO DE LA PRIVACION DE SUERO SOBRE LA INDUCCION DE
LA APOPTOSIS POR PEROXINITRITO.

Debido a las similitudes encontradas entre la estimulacion de la muerte celular por
peroxinitrito y la privacion de suero, se investigd los efectos sobre la viabilidad celular
de la exposicion al peroxinitrito seguida por una incubacion en wnedio sin suero. La
incubacién en medio sin suero después de la exposicion al peroxinitrito no potencié la
muerte celular estimulada por el oxidante, no encontrandose diferencias significativas
entre la privacion de suero, la exposicion al peroxinitrito y la suma de ambos estimulos
(Tabla 3.IV). La falta de aditividad de los efectos del peroxinitrito y la privacién de
suero sugiere que ambos estimulos estarian actuando sobre una misma poblacion de
células susceptibles, activando el mismo programa de suicidio celular, tal como

sugerian los resultados mostrados anterioromente.
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TABLA 3.IV. La Exposicion al Peroxinitrito no Potencia el Efecto de la Incubacion en
Condiciones de Ausencia de Suero.

Tratamiento % de viabilidad”™ n
Control 9911 + 0,88 12
Peroxinitrito (1mM) 63,01 + 12,80° 12
Medio sin suero 74,98 + 10,93* 13
Peroxinitrito + medio sin suero 68,70 + 11,28° 13

" Los cultivos fueron lavados para la exposicién al peroxinitrito como fue descipto en Materiales y Métodos,
pero los grupos medio sin suero y peroxinitrito + medio sin suero después del tratamiento se incubo en medio
RPMI 1640 sin suplemento de suero. ~ la viabilidad fue determinada por el método de la FDA-YP como fue
descripto en Materiales y Métodos. Los valores representan la media + desvio estindar del numero de
mediciones indicado (n) provenientes de cuatro experimentos independientes realizados por al menos por
triplicado.” significativamente diferente del control (p<0,0001).

4.1.7 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE INMUNOREACTIVIDAD
DE NITROTIROSINA EN CELULAS PC12 TRATADAS CON
PEROXINITRITO.

A fin de determinar la nitraciéon de residuos de tirosina en cultivos, células PC12
fueron expuestas a peroxinitrito y la nitracion fue visualizada utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-nitrotirosina (Beckman y col., 1994). En estas condiciones se observo
una intensa inmunoreactividad limitada a células pequeiias y redondeadas, que en la
mayor parte de los casos colocaliza con la marcacion de los nucleos apoptéticos con el
método de TUNEL (Fig.3.8). No se observd union del anticuerpo en cultivos
controles. En la mayor parte de los casos la marcacion parece estar limitada al
citoplasma con escasa o ninguna marcacion nuclear. La inmunoreactividad fue
bloqueada por la co-incubacion del anticuerpo con 5 mM de nitrotirosina, indicando
que el reconocimiento es especifico. La deteccion de inmunoreactividad 24 hr. después
de la exposicion al peroxinitrito sugiere que las modificaciones que este produce
perduran en el tiempo, siendo esta una de las condiciones necesarias para explicar la
capacidad del peroxinitrito, de desencadenar efectos varias horas después, a pesar de
que su concentracion disminuye a valores inocuos pocos segundos después del

tratamiento.
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Figura 3.8_La inmuno reactividad de nitrotirosina colocaliza con la marcacion de la fragmentacion del
ADN. Cultivos de células PC12 fueron expuestos a vehiculo (A) o a 1 mM de peroxinitrito (B).

Veinticuatro horas después del tratamiento los cultivos fueron fijados y procesados para el método de
TUNEL. Inmediatamente después se realizo la incubacion con el anticuerpo anti-nitrotirosina. Notese
que el tratamiento con peroxinitrito estimula la aparicion de inmunoreactividad de nitrotirosina (flechas)
en células pequefias y redondeadas que tambian presentan fragmentacion del ADN. Barra de escala =

40 pm.

194

“6_. > -
85—~

49—

Figura 3.9. Nitracion de proteinas de células PC12 exposicion al peroxinitrito. Cinco minutos después
de la exposicion de suspenciones de células PC12 fueron expuestas a vehiculo, agregado de orden
inverso correpondiente a 1| mM o diferentes concentraciones de peroxinitrito, las proteinas totales
extraidas y procesadas para inmuno blot como se indica en Materiales y Métodos. Linea 1, vehiculo,
linea 2, agregado de orden inverso; linea 3, peroxinitrito 1 mM; linea 4, peroxinitrito 0,5 mM; linea 5,
peroxinitrito 0,1 mM.
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A fin de determinar si la nitracion de residuos tirosina es un proceso generalizado o
por el contrario, si s6lo algunas proteinas suceptibles se nitran, lisados de células PC12
previamente expuestas al peroxinitrito fueron separados por SDS-PAGE, y la nitracion
determinada por inmuno blot (Fig. 3.9). En estas condiciones se encontrdé que el
anticuerpo solo reconoce algunas bandas, que en algunos casos son muy minoritarias,
y que hay una correspondencia entre la intensidad de las bandas y la concentracion de
peroxinitrito. Asi mismo, se determiné la presencia de una banda inmunoreactiva a
nitrotirosina en la muestra proveniente de las células control. La especificidad de la
reaccion se ensayd incubando el anticuerpo anti-nitrotirosina con SmM de nitrotirosina
y por la reduccion de la nitrotirosina a aminotirosina con acido hipocloroso

(Beckmann y col., 1993) previo a la realizacion del inmuno blot en geles paralelos.

4.1.8 LA PRIVACION DE ARGININA O LA EXPOSICION A INHIBIDORES
DE LA NO SINTETASA NO PREVIENEN LA MUERTE INDUCIDA
POR PRIVACION DE FACTORES TROFICOS.

Muchos de los resultados obtenidos sugerian que la privacion de factores tréficos y el
peroxinitrito podrian estimular la inuerte de las células PC12 por el mismo mecanismo.
Ademas, ha sido reportado que la privacion de las céluals PC12 de un entorno trofico
adecuado conduce al estrés oxidativo (Jackson y col., 1994; 1992; 1990a,b; Pan y
Perez-Polo, 1993). En base a estas evidencias se postuld que en esas condiciones se
podria estimular la produccion de *NO por la activacion o sintesis de novo de la NO
sintetasa, lo cual sumado al estrés oxidativo produciria peroxinitrito como mediador en
la induccion de la apoptosis. Para analizar esta hipétesis usamos dos aproximaciones:
el cultivo de células PC12 en medio deficiente en arginina (que es el sustrato de la NO
sintetasa) y la incubacion en presencia de inhibidores de la enzima. En ninguna de las
dos condiciones se encontraron cambios significativos en la disminucién de la
viabilidad celular inducida por privacion de suero (Fig. 3.10 y Tabla 3.V). Por otra
parte, cuando cultivos de células PC12 incubados en ausencia o presencia de suero por
24 hr. fueron procesados citoquimicamente para la visualizaciéon de la enzima NADPH

diaforasa (la que es un muy buen marcador de la NO sintetasa; Hope y col., 1991) no
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se encontrd marcacion especifica, indicando que la enzima no esta presente en las

células al menos en cantidades detectables por esta técnica.
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Figura 3.10. Efecto de la incubacion de la argina sobre la muerte de cultivos de células PC12
estimulada por deprivacion de fafctores troficos. Cultivos de células PC12 fueron mcubados por
24 horas en medio sin suero y con las concentraciones indicadas de arginina. La viabilidad fue
determinada por el método del MTT. O Control con suero y arginina; O arginina. Los valores
representan la media * el desvio estandar de 8 mediciones obtenidas de 2 experimentos
independientes realizados por cuadruplicado. Todos los valores de la arginina son
significativamente diferentes del control (p<0,001). No hay diferencias significativas entre las
diferentes concentraciones de arginina.

TABLA 3.V. Efecto del Tratamiento con Inhibidores de la NO Sintetasa sobre la
Disminucion de la Viabilidad de Células PC12 Inducida por Privacion de
Factores Troficos.

Tratamiento’ % de viabilidad”™ n
Medio sin suero 59,8 + 14,8* 19
NGF (100ng/ml) 92,0+ 16,8 15
NOARG (100pM) 613+ 3,8 19
NAME (100uM) 53,7+ 2,8° 8

" Las células fueron lavados para la incubacién en condiciones de ausencia de suero y plaqueadas como se
indica en Materiales y Métodos. ~ la viabilidad fue determinada 24 horas después por el método de de la
reduccién del MTT y posterior cuantificacion espectrofotémetrica. Los valores representan la media + desvio
estindar del nimero de mediciones indicado (n) provenientes de al menos dos experimentos independientes
realizados por cuadruplicado. * significativamente diferente de NGF (p<0,0001); ® significativamente diferente
de medio sin suero (p<0,0001)

Estos resultados indican que la estimulacién de la apoptosis en cultivos de células

PC12 por privacion de un entorno tréfico adecuado, si bien ha sido demostrado que
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ocurTe por mecanismos que serian similares a los empleados por el peroxinitrito, no es
mediada por la sintesis de "NO y por lo tanto el peroxinitrito no estaria involucrado.
Por otra parte, recientemente ha sido demostrado que la NOS esta ausente en las
células PC12 y que se induce después de varios dias de incubacion con NGF (Peunova

y Enikolopov, 1995).

4.1.9 MODULACION DEL EFECTO TOXICO DEL PEROXINITRITO POR
FACTORES TROFICOS.

Como hemos visto, 1a privacion de factores tréficos y el peroxinitrito parecen activar el
mismo mecanismo de estimulaciéon de la muerte celular y habiendo descartado la
posibilidad que las células PC12 produzcan peroxinitrito. En este contexto, decidimos
estudiar los efectos de diferentes factores troficos sobre la toxicidad del peroxinitrito.
A tal fin analisis cuantitativos usando el ensayo de FDA-YP fueron usados para
determinar el porcentaje de viabilidad en cultivos de células PC12 mantenidas por 24
horas en condiciones experimentales definidas (Tabla 3.VI y Fig. 3.11). La viabilidad
de cultivos mantenidos en condiciones normales de suero disminuy6 del 98.6% al
62.1% como resultado del tratamiento con peroxinitrito (1 mM). La preincubacion
durante 2 hr. de los cultivos de células PC12 con NGF (50 ng/ml) o insulina (Sug/ml)
produjo una proteccion casi completa contra la apoptosis inducida por peroxinitrito,
mientras que el EGF (40 ng/ml) mostr6 un pequeiio, aunque no significativo, efecto
protector. Por el contrario, el pretratamiento con FGF-2 (50 ng/ml) incrementa
dramaticamente la inuerte celular inducida por peroxinitrito, disminuyendo la
viabilidad a un 36,4%. El FGF-1 (50 ng/ml) s6lo no tiene efecto sobre la toxicidad del
peroxinitrito, sin embargo, en presencia de heparina (50U/ml) el FGF-1 potencia el
efecto del peroxinitrito disminuyendo la viabilidad a un 27,1% (Tabla 3.VI). Este
efecto es consistente con el hecho que la heparina estabiliza la estructura del FGF-1y
potencia sus efectos bioldgicos mediados por 1a unién al receptor (Imamura y col,,
1995). La concentracion de NGF necesaria para una completa proteccion fue suficiente

para activar tanto el receptor de alta como de baja afinidad (Sutter y col., 1979); sin
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embargo, una proteccion significativa se alcanza con menores concentraciones de NGF

(Fig. 3.11) que so6lo pueden activar el receptor de alta afinidad.

TABLA 3.VI. Efecto del Peroxinitrito sobre la Viabilidad de Cultivos de Células PC12
Preincubados con Factores Troéficos.

Tratamiento’ % de viabilidad™ n
Control 98,64 + 1,32 22
Peroxinitrito (1mM) 62,14 + 12,34 24
NGF (100ng/ml) + Peroxinitrito 97,94 + 2,10 25
Insulina (Sug/ml) + Peroxinitrito 94,52 + 3,43 18
EGF (40ng/ml) + Peroxinitrito 71,91 £ 7,93 14
FGF2 (50ng/ml) + Peroxinitrito 36,37+ 8,07° 13
FGF1 (50ng/ml) + Heparina 5000U/ml + Peroxinitrito 27,12 £ 11,29* 13
FGF1 + Peroxinitrito 71,31+ 530° 13

" Los cultivos fueron preincubados por dos horas con los diferentes factores troficos, agregados directamente
al medio condicionado, y luego lavados para la exposicién al peroxinitrito como fue descipto en Materiales y
Meétodos, pero los factores troficos fueron agregados a la solucién salina de forma que estuvieran presentes
durante el tratamiento con el agente oxidante.” la viabilidad fue determinada por el método de la FDA-YP
como fue descripto en Materiales y Métodos. Los valores representan la media + desvio estidndar del niimero
de mediciones indicado (n) provenientes de al menos cinco experimentos independientes realizados por
triplicado.* significativamente  diferente del control (p<0,0001); °significativamente diferente del
peroxinitrito (p<0,0001).
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LFigura 3.11. La preincubacion con NGF revierte la diminucion de la viabilidad celular inducida

por la exposicion al peroxinitrito. Cultivos de células PC12 preincubados por 2 hr con
concentraciones crecientes de NGF fueron expuestos a 1 mM de peroxinitrito por 5 minutos e
incubados en medio completo por 24 hr. La viabilidad celular fue evaluada por la tincion
simultanea con FDA-YP. Los valores representan la media + el desvio estandar de al menos 8
valores obtenidos de tres experimentos independientes realizados por triplicado. La reversion es
significativa a valores mayores de 100 pg/ml (p<0,001)
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Cuando los cultivos de células PC12 fueron tratados con insulina (Spug/ml) después de
la exposicion al peroxinitrito, se verificd una proteccién similar a la ejercida por la
preincubacion (Tabla 3. VII). Sin embargo, la incubacion de los cultivos con NGF (100
ng/ml) después de la exposicion al oxidante potencié el efecto sobre la disminucién de
la viabilidad celular (Tabla 3.VII) mientras que el EGF, FGF-1 con heparina y el FGF-
2 a las concentraciones usadas anteriormente no mostraron ningun efecto sobre la

disminucién de la viabilidad celular inducida por peroxinitrito (Tabla 3. VII).

TABLA 3.VIL. Efecto de los Factores Troéficos sobre la Viabilidad de Cultivos de
Células PC12 Expuestos al Peroxinitrito.

Tratamiento % de viabilidad ™ n
Control 97,72+ 2,05 8
Peroxinitrito (1mM) 59,87 + 10,35 9
Peroxinitrito + NGF (100ng/ml) 2549 + 7,62% 9
Peroxinitrito Insulina + (5pg/ml) 92,34+ 5,76° 7
Peroxinitrito EGF + (40ng/ml) 63,71 + 6,38 9
Peroxinitrito FGF2 + (50ng/ml) 65,63 £ 10,46 8
Peroxinitrito FGF1 + (50ng/ml) + Heparina 50U/ml 60,35+ 1291* 9
Peroxinitrito + FGF1 61,73 + 7,39° 9

" Los cultivos fueron expuestos al peroxinitrito como fue descipto en Materiales y Métodos, pero los factores
troficos fueron agregados al medio de cultivo una vez finalizado el tratameinto con peroxinitrito.  la
viabilidad fue determinada por el método de la FDA-YP como fue descripto en Materiales y Métodos. Los
valores representan la media £ desvio estindar del nimero de mediciones indicado (n) provenientes de tres
experimentos independientes realizados por triplicado.® significativamente diferente del control (p<0,0001);
® significativamente diferente del peroxinitrito (p<0,01)

Colectivamente estos resultados implican un papel para la unién a los receptores asi
como respuestas que involucran a los mecamsmos de transduccion de sefiales en la
regulacion diferencial por los diferentes factores troficos de la apoptosis inducida por

peroxinitrito
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4.2 PARTICIPACION DEL OXIDO NITRICO Y LAS ESPECIAES
REACTIVAS DEL OXIGENO EN LA ESTIMULACION DE LA
MUERTE DE LAS MOTONEURONAS EN CULTIVO.

Recientemente ha sido reportado que como consecuencia del dafio a nervios o de
inflamacién se induce la sintesis de novo de la forma neuronal de la enzima de sintesis
del 6xido nitrico en la médula espinal (Verge y col., 1992; Solodkin y col., 1992) y
mas especificamente en las motoneuronas (Wu, 1993; Wu y col., 1994). Ademas, el
tratamiento de los animales con inhibidores de la NOS después de la seccion de la raiz
ventral reduce la muerte de las motoneuronas (Wu y Li, 1992). Por otra parte, el tipo
familiar de la esclerosis lateral amiotrofica esta asociado con mutaciones de la enzima
superéxido dismutasa, como fue discutido previamente. En este contexto, el objetivo
de las investigaciones fue determinar la posible participacion del peroxinitrito en la

muerte de las motoneuronas inducida por privacion de factores troficos.

4.2.1 DETERMI}VACI()N DE LA INDUCCION DE LA APOPTOSIS POR
PRIVACION DE FACTORES TROFICOS EN LAS MOTONEURONAS
EN CULTIVO.

Las motoneuronas obtenidas por centrifugacion sobre un colchon de metrizamida
seguido de la purificacién por inmuno-afinidad se anclaron al sustrato y emitieron
neuritas dentro de las 4-5 horas siguientes a haber sido puestas en cultivo. A las 24 hr.,
los cultivos estaban compuestos por una mayoria de células grandes (diametro del
soma ~ 35 um) multipolares con largas neuritas y gruesos procesos terminados en
punta (Fig. 3.12A, Fig. 3.13A, C y E). La mayoria de las neuronas descriptas
degeneran rapidamente cuando son cultivadas en ausencia de factores troficos (Fig.
3.12C, Dy E). Adenas un 93-96 % de las neuronas se tifieron con anticuerpos contra
la homeoproteina Islet-1 (Fig. 3.12B), uno de los marcadores mas tempranos de
motoneuronas (Ericson y col., 1992). Esparcidas en los cultivos también se encontr
un limitado numero (4-6%) de neuronas pequeiias (diametro del soma ~ 18 pm) que
mostraron ser dependientes de la presencia de factores tréficos, pero que no

presentaron marcacion para Islet-1, concordando con reportes previos de la
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composicion y comportamiento celular de los cultivos (Henderson y col., 1993; 1994).
Las cuantificaciones se realizaron considerando exclusivamente las neuronas grandes,

de acuerdo con reportes previos (Henderson y col., 1991; 1994).

Cultivos de motoneuronas mantenidos por 24 hr en condiciones de privacion de
factores troficos fueron procesados con la técnica de TUNEL a fin de confirmar que la
muerte tiene lugar por mecanismos apoptéticos. En estas condiciones, la totalidad de
las células pequeiias, redondeadas, sin neuritas y con bordes de membrana irregulares
mostraron marcacion nuclear (Fig. 3.12D, Fig. 3.13F) que no es visible en las células
con prolongaciones neuriticas (Fig. 3.12C, Fig 3.13E). Asi mismo, alrededor de
algunas de las células con marcacion nuclear se pudo observar la presencia de detritos
y restos de neuritas, con morfologia similar a los cuerpos apoptéticos (Fig. 3.12E).
Estos resultados confirman la apoptosis como el mecanismo de la muerte, estimulada

por la privacidén de factores tréficos, de las motoneuronas en cultivo.

4.2.2 LAS MOTONEURONAS EN CULTIVO EXPRESAN LA ENZIMA DE
SINTESIS DEL OXIDO NITRICO.

Para la formacion enddgena del peroxinitrito son necesarias concentraciones de “NO
capaces de competir con la superéxido dismutasa por el radical superéxido. Por lo
tanto, estudiamos si la enzima de sintesis del 6xido nitrico esta presente en cultivos de
motoneuronas, por medio de la reduccion del NBT en presencia de NADPH por la
actividad NADPH-diaforasa de la NOS. En estas condiciones, una importante
proporcion de las motoneuronas (1 DIV) cultivadas con o sin factores tréficos
mostraron reactividad positiva para la enzima (Fig. 3.13). Cultivos paralelos en los
cuales se remplazé el NADPH por NADH no presentaron reactiviad, confirmando la
especificidad del método empleado. Las células que fueron positivas para la NADPH-
diaforasa tambien fueron inmunoreactivas para el Islet-1, confirmando que las células

reactivas para la enzima eran motoneuronas (Fig. 3.13B).
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Figura 3.12. Caracterizazion de los cultivos y de los mecanismos de muerte de las motoneuronas en
cultivo. Motoneuronas purificadas por centrifugacion sobre colchon de metrizamida e inmuno afinidad,
fueron puestas en cultivo. Los cultivos fueron entonces fijados y la inmunoreactividad para Islet-1 (B) y
la fragmentacion nuclear (D) fueron determinadas como se indica en Materiales y Métodos. A-B y C-D
son microfotografias del mismo campo en contraste de fases y campo claro respectivamente. En C y D
las flechas grandes muestran un motoneurona con largas neuritas y las flechas pequenas una célula
apoptotica. En E la flecha grande muestra una celula apoptdtica y las flechas pequenias detritos
celulares, que podrian ser cuerpos apoptoticos. Barra de escala = 100 pum.
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Figura 3.13 Las motoneuronas en cultivo expresan la enzima de sintesis del oxido nitrico Cultivos de

motoneuronas fueron fijados la presencia de la actividad NADPH-diaforasa fue demostrada por
incubacion con NADPH y NBT como fue descripto en Materiales y Métodos. A, C y E son
microfotografias de contraste de fases correspondientes a los mismos campos que en B, D y F,
respectivamente, se muestran en fondo claro. B y D en presencia de NT 4/5 y F en ausencia de fatores
troficos. B) doble marcacion con la citoquimica para NADPH-diaforasa y anticuerpos anti-lslet-1
(flechas), D) motoneuronas tefiidas con la reaccion inmunocitoquimica para NADPH-diaforasa. Note
que los nucleos no se tiien. F) Cultivos tefidos con la reaccion inmunocitoquimica para NADPH-
diaforasa y el metodo del TUNEL (flecha). Barra de escala = 100 um.
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Cuando se realiz6 una marcaciéon simultanea con la reaccion citoquimica para la
NADPH-diaforasa y el método de TUNEL no pudo encontrarse ninguna correlacion
entre las células que expresan la NOS y la fragmentacion nuclear (Fig. 3.13 E y F), ya
que la totalidad de las motoneuronas grandes muestran reaccion para la enzina. Estos
resultados demuestran que en cultivo las motoneuronas expresan la NOS,
independientemente de la presencia de factores troficos, si bien parece que estos

ultimos aumentan la intensidad de la reaccion para la enzima.

4.2.3 PREVENCION DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PRIVACION DE
FACTORES TROFICOS POR INHIBIDORES DE LA SINTETASA DEL
OXIDO NITRICO.

A fin de terminar la participacion del ¢xido nitrico en la induccién de la apoptosis, se
estimul6 la muerte de las motoneuronas en cultivo por privacion de factores troficos en
presencia de inhibidores de la NOS. El tratamiento con los inhibidores competitivos de
la NO sintetasa, nitro arginina metil éster (NAME) y nitro arginina (NARG) previno
parcialmente la muerte de las motoneuronas inducida por privacidn de factores troficos
(Fig. 3.14), determinada 24 hr. después del plaqueo, con un ECs, de aproximadamente
0,5 yM y 0,7 mM, respectivamente. Este efecto perdurd por cuatro dias para el caso
del NAME, con un patrén de reversion temporal similar al mostrado por la exposicion
a neurotrofina 4/5 (Fig. 3.15). Las diferencias en el ECs, entre estos dos compuestos
virtualmente idénticos puede deberse a que el NAME es mas permeable en las
membranas biologicas que la NARG y puede ser acumulado intracelularmente en
forma de NARG por la accion de esteras inespecificas intracelulares logrando altas
concentraciones intracelulares. Por otra parte, la larga duracion del efecto protector del
NAME puede deberse a que este compuesto presenta dos tipos de inhibicién sobre la
NOS, la inhibicién de tipo competitiva que se verifica inmediatamente después del
agregado y la inhibicién de tipo no competitiva que tiene lugar con una cinética 1nas
lenta y a concentraciones mayores, aparentemente por inactivacion de la enzima (Rief

y McCreedy, 1995).
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Figura 3.14. Inhibidores de la enzima de sintesis de oxido nitrico previenen la muerte de las

motoneuronas en condiciones de privacion de factores troficos. Los inhibidores de 1a NOS fueron
agregados al medio de cultivo inmediatamente después de haber sido sembradas las células.
Veinticuatro horas después, la viabilidad se determind por el conteo de células con neuritas de mas de
cuatro diametros del soma de largo. La viabilidad se expresa como porcentaje del numero de
motoneuronas presentes en los cultivos tratados con 100 pg/ml. de neurotrofina 4/5 (0). La viabilidad
de los cultivos en condiciones control es mostrada a modo de referencia ((J). A) cultivos expuestos a
nitroarginina metil éster (O). Los valores representan la media + el desvio estandar de 6 valores
obtenidos de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. La reversion fue significativa a
concentraciones NAME superiores a 0,1 puM (p<0.001); B) Cultivos expuestos a nitroarginina (A). Los
valores representan la media + el desvio estindar de 4 valores obtenidos de 2 experimentos
mdependientes realizados por duplicado. La reversién fue significativa para concentraciones de NARG
mayores a | mM (p<0.02).

TABLA 3.VIIL Reversion del Efecto Protector de la NAME por L-Aginina

Tratamiento % de viabilidad n
Ninguno 32,0+ 43° 4
Neurotrofina 4/5 (100pg/ml) 100,0 + 1,8* 4
NAME (100uM) 78,4+ 4,1% 4
NAME + L-arginina (2mM) 473 + 3,2* 4
NAME + D-arginina (2mM) 75,5+ 3,7 4
D-arginina (2mM) 64,2 + 13,9 4

" Las adiciones fueron realizadas al momento del plaqueo y la viabilidad determinada 24 hrs. después como
fue descipto en Meteriales y Métodos. ~ La viabilidad fue calculada respecto al nimero de motoneuronas
presentes en el grupo NT4/5 que es tomado como el 100%. Los valores representan la media + desvio estindar
del numero de mediciones indicado (n) provenientes de dos experimentos independientes realizados por
duplicado. * significativamente diferente del comtrol (p<0,001); b significativamente diferente del control
(p<0,01), ° significativamente diferente de NT4/5 (p<0,001); d significativamente diferente de NT4/5
(p<0,01); ° significativamente diferente de¢ NAME (p<0,001)
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A fin de determinar la especificidad en la prevencion de la estimulacién de la muerte
de las motoneuronas en condiciones de privacion de factores troficos por el NAME, se
estudio la capacidad de la L- y D-arginina de revertir el efecto del inhibidor (Tabla
3.VIII). La exposicion simultanea de los cultivos de motoneuronas a NAME y L-
arginina resultd en una reversion parcial del efecto protector del inhibidor de la NOS
sobre la muerte inducida por privacion de factores tréficos. La D-arginina no sélo no
tuvo efecto sobre la proteccion ejercida por el NAME sino que presenté un efecto
protector per se, probablemente debido a la competencia por la captacién con la L-
arginina. Estos resultados indican que la neuroproteccion que mostr6 el NAME sobre
la induccién de la apoptosis es debida a un efecto especifico, seguramente por

inhibicion de la enzima de sintesis del 6xido nitrico.
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Figura 3.15. Curso temporal de la reversion de la muerte delas motoneuronas por la mcubacion
con nitroarginina metil ester. Los agregados de NAME (100 pM; O), neurotrofina 4/5 (100
pg/ml.; 0) y de veiculo, en los cultivos control ((J), fueron realizados inmediatamente después de
la siembra de las motoneuronas. La viabilidad fue determinada por conteo directo de todas las
motoneuronas que presentaban neuritas de mas de cuatro diametros del soma en un campo
identificado del disco de cultivo a los tiempos indicados y expresada como porcentaje del numero
de células que esaban adheridas al sustrato 4 horas después de la simbra de las células. Los
valores representan la media + el desvio estandar de 6 mediciones obtenidas de 3 experimentos
independientes realizados por duplicado. Hasta el dia 4, la viabilidad de los cultivos expuestos al
NAME es significativamente mayor que la delos cultivos control (p<0,0001).
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4.2.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AGENTES ANTIOXIDANTES
SOBRE LA APOPTOSIS EN CULTIVOS DE MOTONEURONAS.

Como ya fue establecido anteriormente, la formacién del peroxinitrito requiere de
presencia simultanea de 6xido nitrico y radical superdxido. Por lo tanto, se investigo el
efecto de dos compuestos antioxidantes sobre la estimulaciéon de la apoptosis por
privacion de factores troficos en cultivos de motoneuronas (Tabla 3.IX). Ni el glutation
ni la N-acetilcisteina produjeron cambios en la viabilidad de los cultivos respecto de

los controles, en dos experimentos independientes.

TABLA 3.IX. Efecto del Tratamiento con Anti-Oxidantes sobre la Disminucién de la
Viabilidad de las Motoneuronas Inducida por Privacion de Fatores

Tréficos.
Tratamiento’ % de viabilidad”’ n
Control 37,6 £48 4
NT 4/5 (100 pg/ml) 100,0 + 4,8° 4
NAME (100 uM) 67,7+6,5° 4
Glutation (5 mM) 414116 4
N-acetil-cisteina (100 uM) 354+438 4

" Los tratamientos fueron realizados en ¢! momento de sembrar las motoneuronas. = La viabilidad fue
determinada 24hrs. después del tratamiento por conteo de motoneuronas, como fue especificado en Materiales
y Métodos. Los valores son expresados como porcentaje del numero de motoneuronas en los cultivo tratados
con NT 4/5 y representan la media + el desvio estindar del numero de determinaciones indicado (n)
provenientes de 2 experimentos independientes realizados por duplicado. *significativamente diferente del
control (p<0,01)

127



4.3 ESTIMULACION DE LA MUERTE DE MOTONEURONAS
ESPINALES DE EMBRIONES DE RATA POR LA EXPOSICION A
AMINO ACIDOS EXCITATORIOS.

Una gran cantidad de evidencia experimental ha sido acumulada implicando a la
excitotoxicidad en la patogénesis de una variedad de enfermedades neurodegenerativas
(Olney, 1989; Flint Beal, 1992; Lipton y Rosenberg, 1994). Asi mismo, se ha
encontrado que los efectos toxicos del neurotransmisor excitatorio glutamato pueden
ser mediados, al inenos en parte, por la estimulacién del estrés oxidativo y la
activacién de la enzima de sintesis del dxido nitrico (Cazevieille y col., 1993; Lipton y
col., 1993; Lafon-Cazal y col., 1993; Dawson y col., 1991b). Asi mismo, ha sido
demostrado que los amino acidos excitatorios estimulan los mecanismos de la
apoptosis en modelos de neuronas en cultivo (Kure y col., 1991). Sin embargo, pesar
de la evidencia reunida acerca de la estimulacién de la muerte de las motoneuronas por
la sobreestimulacion de los receptores para los amino acidos excitatorios (Rothstein y
col., 1993; Couratier y col., 1993; Mentis y col., 1993; Krieger y col., 1993; Lipton y
Rosemberg, 1994; Wells y col., 1994; Stone, 1993; Regan y Choi, 1991), no se ha
realizado ningun estudio a nivel celular. En este contexto, se estudiaron los efectos
excitotoxicos del acido glutamico y agonistas especificos de los receptores para amino
acidos excitatorios, sobre la viabilidad de cultivos enriquecidos en motoneuronas por

centrifugacion sobre un colchon de metrizamida.

43.1 EFECTOS EXCITOTOXICOS DE LOS AMINO ACIDOS
EXCITATORIOS SOBRE MOTONEURONAS EN CULTIVO.

Los cultivos enriquecidos en motoneuronas mantenidos por 24-48 hr. en presencia de
extracto muscular estin compuestos por neuronas (20-35pm) con neuritas
relativamente largas, agrupadas alrededor de células gliales que aparecen dispersas en
el cultivo (Fig. 3.16A y B). Las células gliales representan 5-10% del mimero total de
células y el 70-80% de las células presenta inmunoreactividad positiva para CGRP, un
marcador especificos de motoneuronas (Juurlink y col., 1990). De acuerdo con

reportes previos mostrando la dependencia de los cultivos de motoneuronas de los
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factores troficos presentes en el extracto muscular (Arakawa y col., 1990; Bloch-
Gallego y col., 1991; Schnaar y Schaffner, 1981; Henderson y col., 1983;1993) y los
resultados mostrados anteriormente, se encontro que las células degeneraban

rapidamente en ausencia de extracto muscular.

La exposicion de los cultivos de motoneuronas (1 dia in vitro, DIV) durante 30
minutos en HBSS (Tabla 2.X) resulté en una moderada, pero significativa,
disminucidén de la viabilidad celular que en ningin caso superd el 30% (Tabla 3.X),
cuando fue evaluada 24 hr. después por la reduccion mitocondrial del MTT y
cuantificada por conteo de células y espectrofotoinétricamente. Este resultado es muy
diferente de los reportados en otros modelos de neuronas en cultivo donde un
tratamiento similar conduce a la muerte de mas del 80% de las neuronas (Choi y col.,
1987; Regan y Choi, 1991; Wells y col.,, 1994). Por otra parte la observacion
microscopica de los cultivos no mostr6 los cambios morfoldgicos caracteristicos de la
excitotoxicidad aguda, tales como hinchazén celular (Rothman, 1985; Choi y col,,
1987, Regan y Choi, 1991). Este resultado sugiere que los mecanismos de
excitotoxicidad aguda pueden no ser importantes en la neurotoxicidad que el glutamato

ejerce sobre las motoneuronas.

TABLA 3.X. Disminucion de la Viabilidad de las Motoneuronas en Cultivo por
Incubaciones Cortas con Aminoacidos Excitatorios.

Tratamiento % de viabilidad”™" n
Control 100,0+ 3.5 8
Glutamato (1mM) 83,2+ 1,8° 9
NMDA (100uM) 91,1+ 4,0 8
Kainato (500uM) 743 +4,9° 8
AMPA (10uM) 913+ 1,4° 9

" Los cultivos fueron expuestos a los diferentes estimulos por 30 min. a temperatura ambiente, como fue
especificado en Materiales y Métodos. ~ La viabilidad fue derminada 24 hrs. después del tratamiento por el
método del MTT. La viabiliad fue calculada respecto de los cultivos control, los cuales fueron tomados como
el 100%. Los valores son la media + el desvio estindar del nimero de determinaciones indicado (n)
provenientes de tres experimentos independientes realizados por triplicado. a significativamente diferente del
control (p<0,001); b significativamente diferente del control (p<0,05)
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43.2 EFECTOS TOXICOS DE TRATAMIENTOS PROLONGADOS CON
GLUTAMATO SOBRE LOS CULTIVOS DE MOTONEURONAS.

El agregado de glutamato (600 puM) al medio condicionado resulté en una
degeneracion neuronal generalizada que sélo fue aparente varias horas después de
comenzado el estimulo (Fig. 3.16C y D). Al igual que con el tratamiento corto, no se
observo hinchazén celular dentro de las 4 horas posteriores al tratamiento. Sin
embargo, 24 hr. después del estimulo, la mayoria de las neuronas fueron sustituidas
por detritos celulares, mientras que un proporcion importante de células presentaban
signos de degeneracidn tales como cuerpos celulares oscuros y granulosos o lisis de las
neuritas. S6lo un pequefio nimero de neuronas no mostraron anormalidades

morfolégicas importantes.

Experimentos cuantitativos utilizando la técnica del MTT muestran que la toxicidad
del glutamato fue dependiente de la concentracion del amino acido agregada al medio
condicionado (ECs ~ 300 uM; Fig. 3.17), es decir que la toxicidad aument6 a medida
que se incrementd la concentracion extracelular del glutamato. Sin embargo, la curva
obtenida muestra una relacion no lineal entre ambas variables, como era de esperase
por el estrecho rango de concentraciones usado. Asi, mientras que una concentracion
de glutamato de 100 uM induce la muerte del 43% de las células, concentraciones de
200 y 400 puM no producen una muerte adicional significativa (47 y 53%

respectivamente). Por el contrario, concentraciones de 600 uM y 1 mM inducen una
muerte neuronal mas generalizada, si bien no hay diferencias significativas entre ellas

(76 y 80% respectivamente, Fig. 3.17).

Figura 3.16. Microfotografias de cultivos enriquecidos en motoneuronas 48 horas después del plaqueo.
(siguiente pagina). Los cultivos fueron sembrados en presencia de estracto muscular y después de 24

horas en cultivo se agrego glutamato a una concentracion final de 600 pM, directamente al medio de
cultivo condicionado. A, B, C y D son micrografias de contraste de fases; E y F son micrografias de la
fluorescencia resultante por la tinsion con yoduro de propidio. A y B son controles (las flechas muestran
las células gliales) ; C, D, E y F cultivos expuestos por 24 al glutamato. En C las flecha grande muestra
un nucleo no condensado y las pequeias nucleos condensados. En D la flecha mustra un nucleo
altamente condensado y fragmentado. Barra de escala = 100 pm.
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Figura 3.17. El_glutamato estimula la disminucion de la viabilidad celular en cultivos
enriquecidos en motoneuronas de una forma dependiente de la concentracién. Los cultivos (1
DIV) fueron expuestos a concentraciones crecientes de glutamato, agregado directamente en el
medio condicionado y la viabilidad evaluada 24 hr después por el método del MTT. Los valores
representan la media * el desvio estaindar de 12 valores obtenidos de 4 experimentos
mdependientes realizados por triplicado. La disminucion de la viabilidad fue significativamente
diferente del control a concentraciones mayores de 100 uM (p<0,0001). No hubo diferencias
significativas de la viabilidad entre las concentraciones de glutamato entre 100 y 400 uM, sin
embargo las concentraciones de 600 ptM y 1 mM produjeron una mayor diminucion de la
viabilidad que fue significativamente diferente de la producida por la exposicion a 100 uM de
glutamato (p<0,001).

433 EFECTO DE LA EXPOSICION PROLONGADA A AMINO ACIDOS
EXCITATORIOS SOBRE LA VIABILIDAD DE CULTIVOS
ENRIQUECIDOS EN MOTONEURONAS.

Los efecto del NMDA, el kamato y el AMPA sobre la viabilidad de los cultivos
enriquecidos en motoneuronas fueron también estudiados a fin de determinar si la
neurotoxicidad del glutamato estaba relacionada con la activacion de un subtipo de
receptor para los amino acidos excitatorios (Tabla 3.XI). Los tres agonistas
glutamatérgicos indujeron una moderada, pero significativa, disminucion de la
viabilidad en los cultivos enriquecidos en motoneuronas respecto de los valores control
(NMDA ~ 27%; kainato ~34% y AMPA ~ 13%), que es s6lo levemente superior a los
valores encontrados para la exposicion corta. Por otra parte ha sido reportado que el
dafio neuronal excitotoxico es mediado por la activacién patoldgica de uno o mas

subtipos de receptores para amino acidos excitatorios (Frandsen y col., 1989, Wells y
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col., 1994). Considerando los resultados bajo esta nueva perspectiva, una posible
interpretacion de los resultados es que la neurotoxicidad del glutamato pueda ser

mediada por la participacion cooperativa de los diferentes subtipos de receptores.

TABLA 3.XI. Efecto de la Exposicion Prolongada a Aminoscidos Exitatorios sobre la
Viabilidad de las Motoneuronas.

Tratamiento % de viabilidad”™" n
Control 100,0 £ 3,2 9
Glutamato (100uM) 58,1 +29" 9
NMDA (100uM) 732+ 5.2 8
Kainato (500uM) 66,9 % 5,4° 9
AMPA (10uM) 873 +4.9° 8

" Los tratamientos fueron realizados en el medio condicionado 24 hrs. después del plaqueo, como fue
descripto en Materiales y Métodos. ~ La viabilidad fue determinada 24hrs. después del tratamiento por el
método del MTT, como fuera especificado en Materiales y Métodos. Los valores son expresados como
porcentaje de los controles y representan la media + el desvio estindar del numero de determinaciones
indicado (n) provenientes de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * significativamente
diferente del control (p<0,03)

43.4 EVIDENCIA DE LA INDUCCION DE APOPTOSIS POR LA
EXPOSICION PROLONGADA AL GLUTAMATO.

Las caracteristicas inorfologicas observadas en la muerte de las motoneuronas inducida
por glutamato es altamente sugestiva de apoptosis. Para verificar esas observaciones
cultivos enriquecidos en motoneuronas y expuestos a 1 mM de glutamato fueron
tefiildos con yoduro de propidio (Fig. 3.16E y F). En estas condiciones se observo
condensacion de la cromatina y en algunos casos fragmentacién nuclear (Fig. 3.16F).
También se observaron nucleos normales con una baja mtensidad de la marcacion

(Fig. 3.16E), que corresponden a niuicleos cuya cromatina no estaba condensada.
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5. DISCUSION

La exposicion de cultivos de células PC12 a bajas concentraciones de peroxinitrito
(< 1 mM) estimulé un mecamsmo de muerte celular con las caracteristicas celulares y
moleculares de la apoptosis. Entre las 7 y 24 horas posteriores al tratamiento con
peroxinitrito, las células desarrollaron burbujas de membrana, reduccion del
citoplasma, condensacion de la cromatina y fragmentacion internucleosomal del ADN.
Las alteraciones morfologicas y moleculares resultantes del tratamiento con el agente
oxidante fueron equivalentes a las observadas en la apoptosis estimulada por la
privacion de suero (Batistatou y Greene, 1991; 1993). De hecho, la incubacion en
medio sin suero después de la exposicion al peroxinitrito, no potencio el efecto toxico
de este ultimo, sugiriendo que ambos estimulos acian por el mismo mecanismo. Sin

embargo, la privacion de suero no involucra la formacion de peroxinitrito.

La fragmentacion del ADN es un evento temprano durantre la apoptosis de las células
PC12 estimulada por privacion de factores troficos (Batistatou y Greene, 1993). La
exposicion de los cultivos al peroxinitrito provoc una extensa fragmentacion del ADN
nuclear la que fue evaluada evaluada tanto por la mnarcacion in situ por el método del
TUNEL como a través del analisis electroforético en geles de agarosa. A pesar que el
peroxinitrito puede causar la rotura de las cadenas del ADN aislado (King y col,
1993), la fragmentacion observada en estos estudios no parece ser por efecto directo
del peroxinitrito sobre el ADN, puesto que las células marcadas por el método del
TUNEL fueron encontradas sélo varias horas después del tratamiento con el oxidante.
Sin embargo, el peroxinitrito se descompone pocos segundos después de agregado,
sugiriendo que la fragmentacion se debid a una activacion secundaria de las nucleasas
celulares. Ademas, un inhibidor de nucleasas, el acido aurin tricarboxilico (ATA),
agregado varios minutos después que el peroxinitrito, previno tanto la marcacion por el
método del TUNEL como la diminucién de la viabilidad celular, determinada 24 horas
después. Por otra parte, es esperable que la reaccion directa del peroxinitrito con el

ADN para producir la rotura de las cadenas sea al azar. Esto resultaria en un chorreado
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en los geles de agarosa, y no en un partron en escalera idéntico al producido por la
privacion de suero, que es debido a la activaciéon de nucleasas endégenas (Batistatou y
Greene, 1991; 1993). En conjunto estos resultados demuestran que el peroxinitrito es
capaz de estimular la muerte celular por activacion del programa de la apoptosis. En
este sentido, la capacidad del peroxinitrito de estimular la apoptosis ha sido
recientemente demostrada en la linea celular HL-60 (Lin y col., 1995) y en cultivos de
neuronas corticales (Bonfoco y col., 1995). En este ultimo modelo tambien se encontr6
que la exposicidn a altas concetraciones de peroxinitrito conducen a la degeneracion
necrotica mientras que concentraciones menores estimulan la apoptosis, corroborando

los resultados de este trabajo.

La concentracion de peroxinitrito requerida para producir la muerte del 50% de las
células varié en las diferentes condiciones estudiadas. Cuando el peroxinitrito fue
agregado a células ancladas al sustrato, el ECsy fué similar al derminado en
suspensiones con concentraciones de 1 x 10° células/ml, mientras que para una
concentracion celular menor el ECsy diminuyd, variando entre valores de 1,3 y 0,5 mM
aproximadamente (Fig.3.1). Tales concentraciones pueden parecer altas, pero dado que
el peroxinitrito se descompone durante el mezclado con la solucion de incubacion sin
contactar a las células, la exposicion efectiva al oxidante fue menor. En experimentos
donde se demostro la toxicidad del peroxinitrito en Trypanosoma cruzi 'y Escherichia
coli, se encontro6 que el agregado de peroxinitrito como un unico bolo a una
concentracion final de 1 mM es equivalente a la generacion de la misma masa del
oxidante por concentraciones submicromolares durante una hora (Demnicola y col,
1993; Brunelli y col., 1995). Estas concentraciones de peroxinitrito pueden ser
generadas por macrofagos alveolares activados (Ischiropoulus y col., 1992b), y los
macrofagos cerebrales activados ciertamente producen anién superdxido y dxido
nitrico simultaneamente (Colton y Gilbert, 1987; Boje y Arora; 1992; Zielasek y col.,
1992; Colton y col., 1994). Asi mismo, la NO sintetasa neuronal es capaz de producir
concentraciones de oxido nitrico de 2-4 uM durante los procesos de isquemia cerebral
(Maliski y col., 1994). Por lo tanto, puede producir suficiente 6xido nitrico para

competir efectivamente con la superoxido dismutasa por el radical superdxido
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(Beckman y Tsai, 1994). Por otra parte, los astrocitos tienen la capacidad de producir
6xido nitrico a través de la estimulacidn, por diversos factores, de la sintesis de novo
de la forma inducible de la NO simtetasa (Murphy y col., 1993; Park y col.,, 1994,
Feinstein y col,, 1994; Skaper y col, 1995). De hecho, la estimulaciéon de la
neurotoxicidad de los astrocitos (por lipopolisacarido o por TNFa mas II-1fB)
cocultivados con neuronas corticales o células grano del cerebelo puede ser bloqueada
por inhibidores de la NO sintetasa y la oxihemoglobina como asi también por el
agregado de superdxido dismutasa en el medio de incubacion, sugiriendo la formacion

del peroxinitrito (Skaper y col., 1995).

La exposicion de los cultivos de células PC12 a 0,2 mM de peroxinitrito como un
unico bolo o la generacion de la misma masa de peroxinitrito durante 30 minutos por
SIN-1 produjo la misina disminucion en la viabilidad celular. Este resultado sugiere
que los efectos del peroxinitrito son acumulativos, es decir que la exposicion continua
a bajas concentraciones del agente oxidante tiene el mismo efecto que el tratamiento
con una concentracion mayor. En este sentido, se obtuvo evidencia adicional de los
experimentos de marcacion de los residuos de tirosina nitrados donde se demostré la
presencia de inmunoreactividad de nitrotirosina 24 horas después de la exposicion al
peroximtrito, indicando que las modificaciones producidas por el agente oxidante

perduran por largos periodos y por lo tanto podrian acumularse.

El peroxinitrito es inusual comnparado con otros oxidantes como el radical hidroxilo
debido a que reacciona a velocidades relativaniente bajas con la inayoria de los
compuestos. El radical hidroxilo y el dioxido de nitrégeno reaccionan, a velocidades
limitadas por la difusion, con virtualmente todos los componentes celulares y es
esperable que causen un daiio generalizado de las células que conduzca a la necrésis.
De hecho, las exposiciones prolongadas al nitrosoglutation, en condiciones en que es
esperable la formacion de didoxido de nitrégeno, estimularon la muerte celular en los
cultivos de células PC12, mostrando caracterisiticas morfoldgicas compatibles con la

necrosis. En contraste, el peroxinitrito reacciona a velocidades particularemente
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rapidas con blancos claves, tales como enzimas que tienen grupos tiol (Radi y col,
1994; Rubbo y col., 1994), centros ferro-sulfurosos (Castro y col., 1994) y dedos de
zinc (Crow y col., 1995), que son importantes para la respiracién celular y el control
de la transcripcion génica. Ademas, el peroxinitrito se puede descomponer dando un
poderoso agente nitrante con la reactividad del i6n nitronio, el que nodifica los
residuos de tirosina de las proteinas para formar nitrotirosina (Beckman y col., 1992;
Ischiropoulos y col., 1992b). Debido a que los residuos de nitrotirosina no pueden ser
fosforilados por las kinasas de tirosinas (Martin y col., 1990), el peroxinitrito puede
interferir con los mecanismos de transduccion de sefiales de los factores troficos, los
cuales son mediados, al menos en parte, por las kinasas de tirosinas (Fantl y col,

1993).

La preincubacidon de cultivos de células PC12 con factores troficos especificos altera la
respuesta al peroxinitrito de una manera curiosa e inesperada. E1 NGF y la insulina
protegieron de la estimulacion de la apoptosis por el peroxinitrito, mientras que el EGF
no tuvo efecto sigmficativo. Estos resultados coinciden con los efectos de estos
factores troficos sobre la muerte celular asociada a la privacion de suero (Rukenstein y
col., 1991; Batistatou y Greene, 1991; 1993). La preincubacién con NGF protege a los
cultivos de células PC12 de la muerte estimulada por la exposiciéon al peréxido de
hidrégeno a través de la induccion de la sintesis de novo de enzimas antioxidantes tales
como la catalasa y la glutation peroxidasa (Pan y Perez-Polo, 1993; Jackson y col,
19903, b). Sin embargo, el aumento de la actividad de esas enzimas requiere 24-48
horas de incubacion con el NGF (Pan y Perez-Polo, 1993), el cual es un periodo muy
prolongado para que este mecanismo haya sido significativo durante la preincubacién
de 2 horas usada en estos experimentos. Asi mismo, se encontré que la incubacion de
los cultivos con NGF después de la exposicion al peroxinitrito potenciaba
significativaniente el efecto toxico del oxidante, mientras que la insulina mantuvo su
efecto protector. En células PC12, el EGF presenta algunas de las respuestas
tempranas del NGF (Qu y Green, 1991; Flantl y col., 1993) pero no protege a las
células de la muerte estimulada por privacion de factores troficos (Rukenstein y col,,

1991). Por lo tanto es concebible que ain si el EGF modulara los efectos del
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peroxinitrito, posiblemente su efecto no se haria evidente por un cambio en la
viabilidad celular. Por otra parte, la preincubacion con el FGF-1 (mas heparina) y el
FGF-2 potencié los efectos toxicos del peroxinitrito, diminuyendo a la mitad
laviabilidad celular 24 horas después, a pesar que ambos factores troficos estimulan la
proliferacion, diferenciacion y previenen la muerte de los cultivos de células PC12
inducida por privacion de suero (Rydel y Greene, 1987; Rukenstein y col., 1991). Los
efectos diferenciales de la preincubacion y de la incubacion despues de la exposicion
al peroxinitrito, asi como de la preincubacion con FGF-1 y FGF-2 no fueron previstos
y se requerira una investigaciéon mas profunda a fin de lograr una mejor comprension
de los mecanismos involucrados. Sin embargo, es posible predecir la participacion de
la competencia entre nitracién y fosforilacion de residuos de tirosina especificos o de
otro elemento asociado con los mecanismos de transduccion de sefiales y respuestas
tempranas diferenciales para los distintos factores troficos. Este tipo de respuesta
paradodjica de los factores troficos fué también encontrada en otros modelos de
neuronas en cultivo, donde las neurotrofinas previenen la apoptosis inducida por
privacion de factores troficos y potencian la necrosis estimulada por la incubacion en

ausencia de oxigeno y glucosa (Koh y col., 1995).

Los inhibidores de la enzima de sintesis del 6xido nitrico previenen la apoptosis de las
motoneuronas estimulada por privacion de factores troficos, por un periodo similar al
de la neurotrofina 4/5. La sobrevida de las motoneuronas, tanto in vivo como en
cultivo, es altamente dependiente de los factores troficos y cuando son privadas de un
entorno trofico adecuado degeneran rapidamente (Arakawa y col., 1990; Grothe y col,,
1991; Magal y col.,, 1991; Bloch-Gallegoy col., 1991; Oppenheim y col., 1992;
Martinuo y col., 1992; Sendtner y col., 1991; 1992; Yan y col.,, 1992; Henderson y
col., 1993; 1994; Hughes y col., 1993; Zum y col., 1994). Por otra parte, la ablacion
de los axones conduce a la degeneracion de las motoneuronas (Oppenheim y col,,
1992; Sendtner y col., 1992; Hughes y col., 1993; Wu, 1993; Wu y Li, 1993; Zum y
col., 1994; Kristensson y col., 1994) y a la expresion de la NOS que precede a la
muerte neuronal (Wu, 1993; Wu y Li, 1993; Zum y col., 1994; Kristensson y col.,,

1994, Wu y col., 1994), habiéndose encontrado una correlacion entre la muerte de las
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motoneuronas espinales de la rata y la expresion de la NOS (Wu y Li, 1993). Por otra
parte, st los axones son cortados de tal forma que se preserve una porcion cubierta por
las células de Schwann, las células no expresan la NOS y no degeneran (Wu, 1993;
Wu y Li, 1993). Las células de Schwann son una importante fuente de factores
neurotroficos (Snider y Johnson, 1989; Henderson y col., 1994). Por lo tanto es
concebible que la privacion de esos factores sea responsable de la induccion de la NOS
y de la muerte neuronal. La prevencion de la muerte las motoneuronas en cultivo por la
inhibicién de la NOS, sugiere que el 6xido nitrico juega un papel importe en el
proceso. Ademas, la similitud entre los patrones temporales de reversiéon por la
inhibicion de la NOS y la exposicién a neurotrofinas daria un mayor sustento a la
participacion del 6xido nitrico en la estimulacién de la muerte celular. Por otra parte,
la falta de efecto de los compuestos antioxidantes sugeriria que el peroxinitrito no
estaria involucrado en el proceso. Sin embargo, dado que en nuestras condiciones de
estudio podemos asumir que las defensas antioxidantes de la motoneuronas estan
intactas y que por lo tanto la concentracion celular de superéxido dismutasa es la
fisiologica, la exposicion de los cultivos al glutation y la N-acetilcisteina no
modificaria los niveles celulares de radical superéxido de una manera significativa. De
este modo, la sintesis de oxido nitrico puede ser lo suficientemente alta como para

competir con la SOD para formar el peroxinitrito, ain en ausencia de estrés oxidativo.

Los resultados obtenidos demuestran los efectos neurotoxicos directos del glutamato
sobre las motoneuronas en cultivo, y aportan evidencia a favor de que el amino acido
excitatorio desencadena la muerte de la motoneuronas por un mecanismo apoptotico.
Las motoneuronas fueron vulnerables al glutamato poco tiempo después de ser puestas
en cultivo, sugiriendo que expresan un numero critico de receptores funcionales para
los amino acidos excitatorios capaces de estimular la muerte de las células. En
contraste, la vulnerabilidad a los amino acidos excitatorios se manifiesta después de
varios dias o0 semanas en las neuronas de otros modelos de neuronas en cultivo (Regan
y Choi, 1991; Choi y col., 1987; Keilhoff y Erdé, 1991; Kho y col., 1991) sugiriendo

que la excitotoxicidad requiere un cierto grado de diferenciaciéon neuronal. En los

cultivos de motoneuronas se determin6 un ECso ~ 300 pM para la toxicidad producida
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por incubaciones prolongadas con glutamato, que es mayor que los previamente
determinados para los cultivos de médula espinal y corteza cerebral (Regan y Choi,
1991; Wells y col., 1994; Choi y col.., 1987). Ademas, el tratamiento durante 30
minutos con amino acidos excitatorios produjo una disminucién muy pequefia de la
viabilidad celular, comparada con la reportada para otros modelos de neuronas en
cultivo (Regan y Choi, 1991; Choi y col., 1987). Esta baja sensibilidad a los amino
acidos excitatorios podria ser explicada por algunas de las caracterisiticas de los
cultivos de motoneuronas: i) las motoneruonas estan relativaniente aisladas de otros
tipos celulares de la médula espinal. Asi, ha sido reportada recientemente una
potenciacion de la toxicidad mediada por la activacion de los receptores de tipo
NMDA debida a la produccion glial de 6xido nitrico (Hewett y col., 1994); i1) a pesar
que las motoneuronas muestran caracteristicas morfolégicas de diferenciacion, es
posible que bioquimica y molecularmente no tengan el suficiente grado de
diferenciacion; 1ii1) las motoneuronas son mantenidas en presencia de cantidades
importantes de factores troficos aportados por el extracto muscular que pueden
protegerlas del daiio excitotoxico, tal como ha sido demostrado en otros modelos (Frim

y col,, 1993; Maiese y col., 1993; Pérez-Navarro y col., 1994).

La muerte de la motoneuronas por exposiciones prolongadas al glutamato fue
dependiente de la concentracién. Sin embargo, a pesar del estrecho rango de
concentraciones usado, la curva parece temer dos componentes que podrian ser
explicados, en los cultivos enriquecidos en motoneuronas, por la presencia de, por lo
menos, dos poblaciones neuronales, con alta y baja resistencia al glutamato, las que
podrian corresponder a diferentes clases de inotoneuronas in vivo o a diferentes
estados de maduracion in vitro. Otra posible interpretacion de los resultados es que el
glutamato actue por dos mecanismos diferentes para estimular la muerte de las
motoneuronas. El primero, que corresponderia a las concentraciones de glutamato mas
bajas (< 200 pM), seria un mecanismo excitotoxico clasico mediado por
sobreestimulacion de los diferentes tipos de receptores a los amino acidos excitatorios

(Frandsen y col., 1989; Regan y Choi, 1991; McDonald y Johnston, 1990). El segundo
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involucraria la inhibicion de la captacion de cistina, lo que conduce a la deplecion del
contenido de glutation intracelular, conduciendo al estrés oxidativo (Kata y col., 1992;

Murphy y col., 1989; 1990; 1991).

Cuando los cultivos de motoneuronas fueron tratados durante 24 horas con agonistas
especificos para los diferentes tipos de receptores glutamatérgicos ionotropicos, sélo se
encontré un aumento marginal de la muerte celular inducida por incubaciones cortas,
que en ningun caso reprodujo los efectos del glutamato. Ademas, si se tiene en cuenta
que las concentraciones de agonistas usadas son equipotentes entre si y con una
concentracion de glutamato de 100 uM en otros modelos experimentales (Frandsen y
col., 1989) o 500 uM en cultivos de médula espinal (Wells y col., 1994), mientras que
en este sistenia experimental no lo son, se obtiene mayor evidencia para apoyar la

posible participacion de un mecanismo no tradicional para la toxicidad del glutamato.

En conjunto los resultados obtenidos en este trabajo de mvestigacion proporcionan
apoyo a la hipoétesis de la participacion del éxido nitrico y las especies reactivas del
oxigeno en la estimulacion de la muerte neuronal por diferentes mecanismos. Asi
mismo, apoyan la posible participacion del peroxinitrito como mediador de la
toxicidad del 6xido nitrico y los radicales libres, mostrando que este compuesto, a las
concentraciones que pueden ser producidas in vivo, desencadena la muerte celular por
estimulacion de la necrosis y la apoptosis. Ademas, se comprobé que el ambiente
trofico de las células nerviosas es un determinante importante de su vulnerabilidad a
especies reactivas tales como el peroxinitrito. Este tiene la capacidad potencial de
causar una muerte celular mas rapida en respuesta al pretratamiento con los factores
fibroblasticos de crecimiento o a la incubacion posterior con NGF. Este hecho puede
tener importancia significativa en el uso de los factores troéficos como terapéurica en
aquellas enfermedades neurodegenerativas en las que la formacion del oxidante puede

estar implicada (Beckman y col., 1993).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante la realizacion de estas investigaciones permiten

concluir que:

El peroxinitrito es capaz de estimular la muerte celular por mecanismos apoptdticos

y necroticos, dependiendo del nivel de exposicion de las células.

Las modificaciones estimuladas por el peroxinitrito, al menos en el caso de la

nitracion de residuos tirosina, perduran por al menos 24 horas.

El 6xido nitrico sélo es toxico cuando los cultivos son expuestos a muy altas

concentraciones las que no son producidas in vivo.

La actividad de los agentes oxidantes depende del entorno tréfico y los efectos de
los factores troficos dependen del estado redox de la célula. Asi, los factores
troficos pueden prevenir o potenciar el efecto del peroxinitrito sobre la viabilidad

celular.

La produccion de 6xido nitrico es un paso crucial en la estimulacion de la apoptosis

en las motoneuronas en cultivo, si bien probablemente no sea suficiente per se.

Si bien el mecanismo excitotoxico puede explicar, por lo menos parcialmente, la
muerte de las motoneuronas en cultivo, este tipo celular muestra una sensibilidad
atipica a la estimulacién con los amino acidos excitatorios, que involucraria dos

mecanismos diferentes de estimulacion de la apoptosis.

o
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